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Cellules souches Issues de tlssu aaipeux et c ellules differenci6es issues de ces cellules 



La presents Invention conceme des cellules souches multipotentes humaines. siiRneptihlfis 
d'etre Isoldes a partir de tissue adipcux humains. alnsi que I'utiliaetion de ces cellules en 
Uierapie el en uusrugLulogie. Llnventlon concerne ggalement une methods permettant d'isoier 
ces cellules snnnhm a partir de tlssu adipeux aduite humain, alnsi qu'une methode pour les 
differencier en cellules d'origine endodermique ou ectpdermique uu iiiesuUeunique. Enfin 
I'invention conceme des methodes de criblage permettant d'identifier des agents siismpKhlAs 
d'exercer un effet, soit sur la differenciation des cellules, eolt eur le fonotionncmont dec cellules 
diffeieiiuiees. 

La presence de cellules "souches" multipotentes adultes a 6t6 mise en evidence dans un grand 
nombre de tissus, par exemple la moelle osseuse. le sang, le fbie, le muscle, In systems 
nerveux, le tissu adipeux. Les cellules "souches" adultes, on thcoric capablcs 
d'aulurcriuuvellemenl a rindcii, possedent une grande plastlclte cellulaire, e'est a dire raptltude 
a s« riiff^rencier en d'autres tissus qi m cfmix auyqirpJs on les crnyair destinies. Les proprietes 
dc cos cellules, similaires a celles des cellules "souches" embryonnalres (CO), ouvrent des 
perspectives tnerapeutiques considerables, d'autant plus que leur utilisation ne pose pas les 
problemee de compatibility et d'6thique, rencontres avec les cellules ES. 

Malhcurcuscmcnt, a I'heure actuelle, leur application medicate (tranc plantation) rcstc fortcmcnt 
llmltee, essentiellement pour deux raisoris : 

- prernierement, II est tres difficile d'isoier ces cellules. En effet, les cellules "souches" sont 
tres rares dans I'organisme et a ce jour on dispose de peu de connaissances sur celles-ci, 
notamment en tcrmcs moieculoircs, cc qui rend lour puriflcotion impossible diroctcmcnt. II 
exlste par exemple une methode d'enrlchlssement en cellules multipotentes (population 
appelee «SP y> pour a Side Population ») bas£e sur la capacite a exclure un colorant vital 
(Ooodell MA et a/.(199G), J Exp Med, vol 03, 1797-1000; Zhou & et of. (2001) Nature 
Medecine, vol 7. 1028-1034). D'autres methodes impiiquent une selection positive ou 
negative, baaec sur la presence ou I'abscncc dc marqueure cellulairee. Par exemple, la 
demande de Drevet Internationale WO 01/11011 decrit la depletion de cellules de muelle 
osseuse en cellules CD45+ glycophorin A+. suivip par la mise en culture es cellules CD45- / 
GlyA- en presence de facteurs de croissance. Une m 6th ode simileire est decrite par Reyes 
et al (Blood. Novembre 2UU1 , vol. n° 9, 261 6-2625). 



- deuxiemement, ramplifiuijliuii preaiabte de ces cellules £ Tetat indinerencie in vitro pmsRnte 
un probleme majeur. 

Si de nurriUreux investlgateurs ont pu mettre en Evidence avec succ6s la presence de cellules 
humaines multipotentes dans un grand nornbre do tissue, aucun d'entre eux n'a pu maintenir 
ces cellules, in vitro, a l'6tat indiFteretiute, au-deld de 50 d 80 douDlements de population. Or la 
capacity d'autorenouvellement est un indie* Hnublement important: d'une part, en raison du 
nombre trco limite dc cellules douched presented naturellement dans les lissus adultes, une 
quaiilile de cellules souches sufflsante pour une utilisation th&rapeutique ne pant etra obtenue 
qua si I'nn pat it les multiplier in vitro tout en conservant leur caracterietlquec d'originc. D'autre 
part, la eapacite d'autorenouvellement est en relation Gtrolte avec la definition m6me de la 
cellule souche veritable (qui est immortalla) at Hone peut £tre indirectement correfee a une 
plasiicite cellulaire etendue. II est done trcs aouhaHable d'isoler des cellules multipotentes ayant 
une capacite d'autorenouvellement conserve© au celd de 100 doublements de population. 

La demande de brevet Internationale WO 01/11011 (au nom de Furcht, Verfalllle et Reyes) 
decrit des cellules humaines multipntantas isnlees £ partir de la moelle osseuse. Ces cellules 
ont un caryotypc normal, un phenotype HLA Classe I negatif, et peuvent etre maintenues en 
culture fn vitro jusqu'd 40 doublements de population. Neanmoins. quelques raras cellules 
peuvent atteindre 70 doublements de population. Les auteure indiquent quo ces cellules 
peuvent se difterencier en cellules du llgnage mesodeuiiiuue, pai exemple en osteoblastes, en 
chondrbblastes, an adipocytes at an myocytes, et egalement en cellules du llgnage 
ectodcrmiquc et du lignoge endodermique. Ces cellules etant cependant capables d'un nombre 
de divisions llmlte. les auteurs suggerent. pour permettre la production de quantity important^ 
de cellules, d'y introduire un gene heterologue codant pour la telomcrasc. Cc gene heterologue 
doit etre excise avant toute utilisation en transplaiiUiuuii. Celle technique dim mortal Isatlon 
reversible demeure naanmnins fhrtamant contestee. En effet, il subsists un risque de 
transformation malignc des cellules au eas ou Ton introduit une activity telomerase exogene a 
un niveau depression non-pnyslologlque et non-contrdie par la cellule (Wong Jing et aJ., 
Nature, 405, juin 2000, 755-756). Des travaux similairee eont egalement decrrte par Reyes et ol 
(Blood, Novembre 2001 , vol. 98, n° 9, 261 5-2626). 

Jiang ct al (Nature, Advance Online Publication 20 June 2002, doi:10.1096/nature00870) 
decrivent la production de cellules multipotentes de souris et de rat qui peuvent etre maintenues 
en culture in vitro, au-dela de 100 doublements de population. Lee auteurs font egalement 
reference a une population multipoteule liumaiim qui aurail pu etre maintenue In vitro au-deld 
de 80 doublements de population. Ceci etant, aucuna information nnmplemenraire n'est donnee 
au sujet dc ces cellules humaines. 



Qu -Petersen et al (J. Cell Biol. 157, 5, 2002, 861 864) ropportent I'obtention de cellules 
multipotentes murines k pailii de Lissu musculalre. Ces Cellules, appelees «c MDSC » (a Muscle 
Derived Stem Cells »), ont un caryotype normal et presentent une capacite 
d'autorenouvellemcnt tout cn conaervant leur multipotentialite pendant environ 30 doublements 
de population. Elles peuvent se dlfferencier en cellules appartenant a riiffRrants lignages. Ceci 
atant. I« caractere multipotent disparaTt au-dela de 10 doublements dc population, atade auquel 
les cellules deviennent senesueniwss et meurenL Ces travaux suggerent fortement que ces 
cellules multipotentes ont un compnrtemant immunofogique privilegie. En effet, ('injection de ces 
cellules dans dee muscles de so uric dystrophiques, immunologiquement differentes de celles 
dunt sont issues les cellules MDSC. conduit a une regeneration important* riii muscle, et ca en 
Tahfvinnfi de substances immunosuppressives type cyclo6porine. Do fa9on Gurprenente, les 
auteurs constatent que la transplantation ne piovuque pas d'lnflltratlon du tissu par des 
lymphocytes CD4~ et CD8 # da la anuria greffee. Cette tolerance est expliquee, du moine en 
partio, par le phenotype MHC Claocc I ndgotivo des cellules MDGC. Ce travail montre donv que 
les cellules MDSC ne sont pas reconnues par les lymphocytes I du receveur. qui est pnurtant 
incompatible Immunologiquement, et suggerent ainsi une utilisation adaptee dc coo cellules en 
allo-trensplantation. Cette etude n'a pas ete etendue a des cellules humaines. 

Deux hypotheses peuvent etre proposees pour expliquer la capacite limil&e 
d'autuienouvellement presentee par les differentes cellules multipotentes tsolaas jiiRqu'a ce 
jour : 

- d'une pan on peut auppnaur qua ras riiverses etudes n'ont pas ete menees sur des cellules 
"couches ■ vdrrtablcs mala plutot sur des precurseurs intermediaires. Cette hypothese est 
d'autant plus fondee que les cellules -souches" peuvent etre facilement contondues avec 
les precurseurs en terme de plasticite. De plus, la contamination dc la culture par les 
precurseurs est facilitee par I'abondance de ueux-ci, comparee aux cellules "souches", mate 
leur duree de vie est par centre limitee : 

- d'autre part, on peut eqalemem envlsager que les cellules "souches" n'ont pu etre 
maintenues in vitro a I'etat indifferencle car les conditions de cultures etaicnt inodaptdes. 

II est egaiement d noter que, a ce jour, un grand nombre ries mathnrios mteas en ceuvre pour 
obtenir dec cellules multipotentes, cmploie oomme source cellulaire, (a moelle osseuse. Or, le 
prelevement de cellules de moelle osseuse est une operation delicate, tmpllquant des nsques 
pour la patient, at rapresentant une source de cellules souches peu abondante, II s'agit done 
d'un techniqu peu appropriee pour une production de cellules souuties a yremde echelle. 
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Piusieurs equipes d'investiQateurs ont done tente de mettrfl au point des methodes permettant 
d'ieoler dee cellulee multipotentcc a partir d'autrco ti33us plua abondants, et etant depourvus de 
risques niajeurs poui les patients. De ce point de vuo, le tlssu adlpeux constltue a priori une 
source prbmetteuse. Ceci etant. jusqu'a ce jour, bien que la presence de cellules mulUpoientee 
ait ete mise en 6vidence dans le tissu adipeux humain, les resultals sunt lelaliveriient 
decevants. En effet les populations celluiaires ainsl otrtenues sont souvent heterogenaa at ne 
peuvent etna malntenues en culture in vitro au-dela de deux ou trols doublcmcnts dc population. 
En outre, a ce jour, aucun iuvesliyaieur n'a rapporte la production, d partir de tlssu adlpeux 
humain. de cellules multipctentaa ayant un phanntype HI A Classe I negaBf. Cett© 
caracteristique, non-requlse pour une utilisation en autogreffe, devient absoiuinei il 
Indispensable si ces cellules sont destinees a une utilisation therapeutique plus etendue. en 
particulier en allo-transplantation. 

Par example, las damandas da bravat WO M/679M (an nnm ria Artecel Sciences Inc) et EP 
1077 254 (au nom de Zen Dio Inc) decrivent Pobtention, a partir de tissu adipeux, de 
populations de cellules stromales. a caractere multipotent. ces populations sont heterogenes 
et contiennent entre autres de* pericytes, dee cellules endothelials et dee cellulee de muscle 
llsse (voir Erlckson et ah, Blochem. and Blophys. Res. Com. 290, 763-769, (2002)). Leur 
capacite d'autorenouvellement est extremement limitee. et une analyse de l f expression dee 
marqueurs de surface confirme qu'elles sont HLA Classe I posKif. Lee ceracteristiques de ces 
populations cellules som done aiffitf emmt compatibles avec une uuiisauonen therapier 

La demand* de bievel aineiicaiii US 2002/0076400 (KaLt el al.) et la denial ide de bievel 
Internationale WO 00/53795 (au nom de rUniversity of Pittsburgh et des Regents of the 
University of Califonia) decrivent egelement I'obtention de populations celluiaires multipotentes 

a partir da tissu adipeux humain. Ces populations ae cellules peuvent etre difTerenclees en 
adipocytee, en oeteoblastes, en chondrocytes et en myocytes. Solon les auteurs. alias peuvent 
etie maiiileiiues en culluio in vfav pendant au moiiis 15 transfer* celluiaires sans perdre leur 
caractere multipotent. Aucune donnee sur le doublement de population correspondent n'est 
donnee. Avant de soumettre les cellules a des transferts successifs, une activite telomerase est 
deteetee dans cene population, pourtant heterogene. Cette activite n'a pas ete mesuree apres 
transferts successifs. Aucune analyse de marqueurs de surface n'a ete effectueo. L'expression 
d antigenes HLA Classe I n'a done pas ete detennlnee. 

La presente invention permet de remedier aux inconvenients des techniques precedemment 
decrites. ! 



En effei, les presents inventeurs ont mis au point une mdthode permettant d'tRnler de fa^on 
reproductible, des cellules touches" multipotentes a partir de tissu adipeux dc jcuncs entente 
ct do lea multiplier, & retat indifferencte, en grande quantite /n v/fro pendant plus de 20U 
Uuublements de population. Leur utilisation tnerapeutique devient alors possible. (.'invention a 
pour objet principal, le precede de production dc cellules aouchea a partir de tissu edipeux, 
ainsi que ('utilisation des cellules suudies obtenues. 

Dans Ic contexte de la presente invention, les termes suivanLs siyi rifle? U : 

aiitorenouvellement : la capacite de ee divieer sans att6rcr lee caracteristiques 

initiates Ue la cellule. 

cellule eouche ; cellule multipotente ayant une capacite d'autorenou velltsmenl 

elevee, ayant une activite telomeres** et etent capable de 
rentrer en quiescence. 

cellule souche adulte : cellule Kniinhe autre qu'une cellule souche embryonnaire, 

provenant par exemple d'un nouveau ne, d'un enfant ou d'un 
adulte. 

multipotent ou multipotentiel : capable de se difr&rei icier en au molns deux types celluiaires. 

quiescent: la capaclte d'une cellule de fester dans un etat de non- 

proliferation et de non-senescence. 

Plus particulierement, r Invention uunceine un procede dobtentlon de cellules souches 
hi imaines multipotentes a partir de-tissu adulte, notamment a partir de tissu adipeux adulte. Ce 
precede comprend, comme premiere 6 tope, la mise en culture de cellules pioveiiant d'un 
prelevement de tissu. de preference de tissu adipeux adulte. LTautres types de tissu qui 
peuvent 6tre utilises induent las muscles, ta moelle oeeeuee, ie foic, Ic oyctfcmc ncrvcux. Apres 
12 heures de culture, les cellules sent sepaiees en deux sous-populations en fonctlon de leur 
vitesse d'arfhesion, une premiere population callulaire dite « CA * adherent en moins da 12h, et 
une deuxieme population cellulaire dite « CS » adherent plus lentemeht at se trouvant apies 12 
heures de culture, en suspension dans le milieu de culture. La population « CA » est ensuite 
enrich le jusqu'a fobtention d'une population de cellules capable© dc rentrcr done un 6tat de 
quiescence. A partir de ce stade, une piolifeialkjn inleiisive des cellules souches de la 
population « CA » peut etre alors induite. 
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Selon un variant© preferee de Wnvention, le prwedfc d'obtentlon de cellules souches humaines 
multipotentes, compreno les etapes suivantes : 

a) digestion enzymotiquc d'un prelevement de tissu adipeux, 

b) louupeiaiion d'une fraction cellulaire depourvue d'aoipocytes. contenant tous Irs typw? 
cellulalres presents dans la preparation obtonue selon (a), a Pcxccption dca adipocytes, 

c) culture in vitro pendant au moins 12 heures, de la fraction uellulaire obtenue selon reiape 

d) selection da deux sou© populations cclluleires, dites population «CA» et population 
h CS », l<d population CA presentant une Vitesse dadhesion infeneure 6 12 heures. et la 
population « CS » pr&mntant une Vitesse d'adhesion superieure a 12 heures, 

e) enrichisaement de la population « CA » jusqu'a I'oblenliun d'une population de cellules 
capables de rentrer dans un etat de quiescence. 

f) eventuellement, induction d'une proliferation accrue dec cellules couches de la population 
« CA », pai exempie par addition d'un facteur de crolssance. 

La Figure 19 present© un schema d'une variante prefer*© du piocede de Hnvention. 

£ Tape (a) : digestion mnzymatiquo d'un prtlevemont de test/ adipoux : 

L'elape de digestion enzymatlque esi de preference effectuee par mise en contact du 
prelevement rie tissu adipeux avec une preparation enzymatique telle que la collagenase 
pendant une duree courte , c'est-6-dir© maximum 10 minutes, et plus preferablement de 5 a 10 
minutes, ou encore de 5 d 8 minutes. Ceci permet une dissociation complete du tissu tout en 
evitant d'endommager certain© typee cellulaircs, ot conduit done 6 une meilleure viabiltte de 
tous les types ceilulaires. 

En ce qui concern© la nature du tissu adipeux, II provient de preference d'un indivfdu sain, 
preferentieliement d un jeune entant sain, age de preference rie mnins rJp 10 ans, per exempie 
d'un nouveau-ne ou d'un enfant age do 2 ou 3 mois d 8 ana. It peut s'egir d'enfants de sexe 
masuuliii uu fenibiin. 

L/agc du donncur semble etre un point important Cn effet, un certain nombre de donnees 
obtenues d panir de cellules 'souches" hematoporetiques suggere mrtement r\\m les cellules 
"souches", non seulement diminuent cn nombre avee rage de I'individu mate subissent 
dgalement un piucessus de vieillissement se tradulsant par une perie de fonctionnalite (Geiger 
H et Van Zant (2002), Nature, vo!3, n°4, 320-333). 



SI ron extrapole ces aonnees. le tissu nriippuv de jeun s ©nfants, semble constituer une source 
de cellules "souchos" plue obondantco ct plus fonctionnelles que le tissu adipeux U'indiviUus 
adultes. 

Lc prcldvcmcnt de tissu adipeux peut provenir de n'inipoile quel site anatomlque, male est 
preferentlellemen! un preievement de tissu d'origine axtrameduilaire, provenant plus 
particulierement de la region ombilicale ou de la region pubienne ou de la region inguinale ou 
de la leyiun pei inhale ou de la region aba om male ou de la region sous-cutanee. Les regions 
pubienne, pra-puhienne. inguinale et ombilicale sent plus particulierement preferees. 

Etape (b) : recuperation d'une fraction cellulaire depourvue d'adipocytRs - 

Le tissu adipeux ayant subi une digestion enzymotiquc est ensuite treite pour retirer les 
adipocytes. On recup^re alors une h action cellulaire depourvue d'adlpocytes. contenant tous 
les types ralliilaireK presents dans le tissu adipeux (par example preadipocytee, cellules 
couches, cellules cndothdliales, pericytes, mestocytes...), a I'exception des adipocytes. 

L'elimination des adipocytes peut etro effectuee par tout moyen appropri6. La centrifugation est 
particulierement efficace y puisque luules les cellules d'interet se trouvent dans le culot de 
centrifugatinn tanriis que les adipocytes flottent dans le sumageant. 

II est Important de rioter que cette etape de la procedure est ettactufef? sans filtration, permettant 
ainsi de conserver en culture tous lee types ccllulaircs, outrcs que led adipocytes. En effet, 
dans les techniques dassiuuenieuL dgcriLes de preparation cellulaire £ partir de tlssus adipeux, 
on prooede generalement A des ©tapes de filtrations successive* ou non, selon les auteure, et 
coci avant ou apres la centrifugation, afin d'eliminer les dechets. Cette £tape cepeiidaiil risque 
d'entrainer la perte de certains types ceiluiaires. 



EtapG (c) : uuilurtt in vitio : 

La fraction cellulaire nhianiiR lors rip I'etape (b) est ensuite mise en culture pendant au moins 
12 hcurca, et de preference pendant 12 £ 00 heures, par exemple 12 d 72 heuies. 

Pour cette etape de la procedure, rcnscmcnccmcnt des cellules est effectue A une densite 
comprise en ire 1000 el 5000 cellules /cm*, par exemple 1000 d 3500 cellules /cm', fcn ettet les 
cellules muttipotentes sent peu representees, en comparaison aux autre? types cellulairee, et 
un cnscmcnccmcnt e. haute densite permet done de s 'assurer que chaque botle con lien t ce 
type de cellule. 
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Lc milieu de culture utilise pour cette 6tape du proc6d6 esl numrdlernent un milieu de culture 
type DMEM, additionne de serum foetal sans ajout d'autres facteurs de croissance. Par 
exemple, un milieu particulidrcmcnt approprie eat le suivarrl ; DMEM+ 10 % de seiuni de veau 
foetal decomplemente + antlDlotiques (100 U/ml de penicilline, 100 mo / ml da strRpfnmyrine) 

Le rendement cellulaire a celte elape esl variable salon les pr6!6vements : de 1000 a bUUU 
cellules par mg de tissu. 

Etape (d) : selection ore deux sous-populations celluiairss : 

L'etape d 'enrich issement en cellules souches multipotentee debute par la separation, ou debut 

de la mtee en culture selun I'eLape (c), de deux sous-populations celluialres en fonction de leur 

Vitesse d'adhesion : 

- une population cellulaire ditc CA odh6rant cn moina de 12h 

• une population cellulaire dite CS adherent plus lentement (de 4a a 72h). 

La population CS se trouve apr&s 12 beures da culture, en suspension dans le milieu de 

cultui e, aluis que la population CA adhere aux boTtes, 

Les cellules "souches" se retrouvent uniquement dans la sous-population CA alors que la 
deuxieme sous-population contiem des precurseurs multipotents qui meurent apres environ 60 
doublemente de population. Bien que la population CS no puisee done dtre utiiisee pour la 
production de cellules souches, elle peut neanmoins ctre utilises pour d'aulres applications. En 
effet la population CS presente les caracteristiques suivantes : 

I) elle est muropotente, 

ii) elle a un phenotype HLA Classe I negatrf, 

iii) elle a un caryotype normal, 

iv) elle. presente une capacite d'autorenouvellement consen/6e pendant environ 40 a 60 

doublemente de population 
v) sa Vitesse de proliferation n'est pas affectee par le « Leukemia Inhibitory Factor » (LIF). 

Celte population cellulaire se prete done a des utilisations Lhetapeutiques el cusiiieliques 
comparables a celles habituellement connues pour des cellules multipotentes de I'art anterieur. 

L'gtape de selection de la population adherent rapidement (population CA) est importante 
puiequ'elle penmet, des Ja mis© en culture, de moins diluer kes cellules "couches" par rapport a 
la masse des dilTeieriles uellulea precurseurs, en feisanl une premiere selection. 



Etape ( ) : enrichfasement en ccf/ufcs touches : 

Les populations CA et CS sont ensuite mises en culture rians ries conditions identiques. Pour la 
population CA, cette rnisc cn culture permet d'obtenir un enrichissement important en cellules 
souches. Cell* elape d'enf iuhtesernent est basee sur le fan que les precurseurs ont une duree 
rift vie iimitee par rapport aux cellules souches (en theorie immortellee). Lois doc premiers 
doublements de population, les precurseurs vont se multiplier beaucuup plus rapidement que 
les cellules souches, puis ceux-ci vont commencer a mourir. Jusqu'an stade SO a 80 
doublements de population. A ce stade, la population est fbrtement enrichie en cellules 
souches. 

Lors de cette etape, chaque transfer* celiulaire est effectue lorsque les cellules arrrvent a 80% 
de confluence et J'ensemencement est effectue a haute densite, c'est-A-rfire a tine denote 
comprise entre 1000 d 5000 cellules / cm 2 , d& preference entre 1000 a 3600 cellules / cm 2 , ct 
plus particulieiemeut enlie 2000 el 2500 cellules / cm 6 . 

A chaque transfert ceiiuleire, les cellules sent diluees par 2 ou par 3 au maximum, pen dan I 
environ 50-80 doublements de population (stade auquel la population CA est fortement enrichie 
en cellules "souches" et ou la population CS meurt, ce qui correspond a la mort doc 
precurseurs). CeUe etape est indispensable si on ernet I* hypo these que la vrale cellule 
"souche", qui est una cellule quiescent* h I'etat normal, dMse plus lentement qu*un 
prccurscur. Unc dilution supdricure dea cellules au cours des etapea de trypsinisation pourrait 
entrainer le risque de perdre ces cellules multipotentes dans certaines boites de culture. 

Apres environ 50 a 80 doublements de population (par example 60 duublements de population), 
la population CS presente les caracteristiques d'une population senescent© (perte du potentiel 
proliferatrf et perte de la multipotentialite) et meurt. Par centre la population CA, a ce meme 
stade, proiirare plus lentement compare aux premiers doublements de population (temps de 
doublement de population d'environ 72 heuree, compare a un tempe moyen de doublement 
d'envirun 36 heures inilialei nenl), et est capable de renlrer en quiescence. 

La population CA peut etre consideree comma eyent etteint le quiescence lorequ'elle presente 
les caractenstiques suivantes : 

■ arret epontane de la proliferation a 70% de confluence environ ; 

la uounueiiue peut £(re atleinte a ce stade en presence de bFGF ou autres facteurs de 

croissance. Une diminution du temps de doublement de population de 77 heures 

environ a 36 heures environ peut etre obeervee ; 
• reffet du bFGF ou autres facteurs de croissance sur le temps de doublement est 

reversible 
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En outre, la mesure rie ractivite X-gal endogdne determtnee a pH 6 dons la population CA est 
negative (inferieur a 0.05 %), confjrmant quo celle population est a I'etat quiescent et non 
s6nescent. 

Le milieu de culture empluye pour cette etape d'enrichlssement est typiquement un milieu sans 
facteurs de croissance rajoute, par exemple In milieu de culture DMEM+ 10% do serum de veau 
foetel decompl6mente + antibiotiques (100 U/ml de penicillin©, 100 iig/ml 0e Streptomycine). 

Stado (Q ; induction de proliferation dco ccftufea aouches a f'4tat indrfterencfe ; 
Apres avoir attelnt la quiescence, la proliferation des cellules de la population CA est indurte par 
trypsinisation et dilution des cellules dans de nouvelles boTtee. De preference, les cellules sont 
soumises a un traitement a la trypsine a 60% de confluence el dilutes de 2 d 10 fols. de 
preference de 5 a 10 tois. dans de nouvelles hnites rie culture identiques. 

L'alout d'un facteur de croissance a ce scade. par exemple le facteur rie croissance 
fibroblastique basique (bFGF), le PDGF t I'EGF, le NGF ou le SCF pcrmct la proliferation 
intensive des cellules "souches" de la population CA. L'ajuui de bFGF humaln a ce stade est 
particulierement prefere. 

L'addition de facteurs de croissance tel que le bFGF, incorpore par exemple a un* 
~TOn^^tralio]r^ milieu, particulierement 5 a~T0~rig/ml, pcrmct non 

seulement de reduire de moilie le letups de doublerueul Ue population (par exemple le temps 
de doublement de population sans hFRF est ri'environ 72 heures, alors qu' avec le bFGF il est 
d'environ 36 hcurcs, mais cllc pcrmet egalement a la population d'atteindre la confluence. En 
effet sans facteurs de croissance, la proliferation d'une population quiescente de cellules 
souches de Convention peut etre provoquee par trypeination et dilution, male la proliferation 
s'arretera spontanement a 70 % de confluence enviiun. Dans la mesure uu la confluence est un 
etat indispensable in vitro pour initier la differenciation de nombreux types oeHulaims, I'utilisation 
de facteurs de croissance tel que le bFGF doit etre p revue pour la production in vitro de ce type 
de cellule dlTTerenciee. 

CeLte etape du prucede se disLiuyue ulaiienienl des piuuedes de Part anlerleut. En effel, selun 
le precede de I'invention, les facteurs de croissance tel que le bFGF ne sont utilises qu'apres 
avoir obtenu une population capable de rentrer en quiescence. Par contraste, le bFGF est 
generalernent utilise des la mtse en culture des cellules rralcnement isoiees (Tsutsumi s et au 
Biochemical and Biophsysieal Research Communications 288,413-419 (2001)). Cette utilisation 
trfcs precoce du bFGF a un effet pervers car il stimule, non seulement la proliferation des 
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cellules "souches" v£rilables mats eyatemenl de tous les prfecurseurs. Cecl a pour consequence 
d'accroTtre davantarj* Ifi rapport precurseurs/ cellules *souches w , se traduisant par la parte par 
dilution de ce type ceilulaire rare. Sdon 1'invention, le point novateur est d'ulilisei le UFQF 
lorsque 18 masse des precurseurs a disparu et que la population, tortement enrichie en cellules 
"souches", devient quiescent®. 

L'inducuon de la proliferation des cellules souches permet dp prnriuim des quantity 
importontcs dc ccs cellules multipotentea. Les cellules ainsi produitea peuvent etre recuperet 
des milieux de culture en utilisant des methodes dassiques. 

En r&sume, le proc£d6 de I'invenliuu uumpurle plusieuis elements novateurs permettant 
d'optimiser la production de cellules souches : 

- une digestion rapide par une preparation enzymatiquc telle que la collog6nooc (ctapc (o)) qui 
permet une dissociation complete du tlssu tout en evitant d*endommager certains types 
cellulaires, 

- I'&bseiice d'eLapes de filla aliens dans I'eldpe (U), puui eviLei de peidie sui less (lilies ceiLains 
types de cellules, 

• 1'cnscmcnccmcnt des cellules a haute density tors des eta pes de culture (d) ct (c). En effet, 
les cellules multipotentes sont peu representees, en comparalson aux autres types 
cellulaires, 

- risolement de 2 sous-populations « CA » et tc CS » en fbnotton de Keur vitesse d •adhesion, 

- 1'iitilisatinn tardive d'un facteur de croissance tel que le bFGF. apr£s que les cellules soient 
devenucs qulcsccntcs (6topc f). 

En mettant en oauvre le proc£d6 de 1'invention, les presents inventeurs ont etabli plusieurs 
lign^es multipotentes humaines a partir de tissu adipeux de jeunes enfants. La technique de 
T invention a ete valid sur pliisieurs pralavnmants de tissus adipeux. par exemple celles 
indiquees le Tableau I (voir Exempted ci-dcesous). 

Le6 cellules de 1'invention pr£sentent de nombreuses caracteristiquee des cellules souches. par 
exemple . capacity £ rentrer en quiescence ; sortie de la quiescence induite par le bFGF ou 
autres facteurs de crnissanre, sr traduisant par une repnse intense de la proliferation (eTTet 
reversible de ces fecteura de croidoencc, ocorctco in vivo dans I'organieme lore de dommage 
corporels) : maintien de la mumpoiemlallte pendant un nombre eieve de duublemenls de 
population ; une scth/ite teiomerase significative ;un caryotype normal. 
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Plus particulioroment, les cellules PiiivoiiUon sunt des cellules soucnes adultes humaines et 
multipotentes. caracterisee en ce qu'eJIes presentem* 

i) unc capocit6 d'eutorenouvellement conserve© pendant au moins 80 doublements de 
papulation, et de preference pendant au mofns 100 doublemencs de population. 

ii) une activite telomerase significative, 
Hi) un phenotype 1 1 LA Classe I negatif, 
lv) un caryotype normal. 

v) une capacite a rentrer en quiescence. 

I a caparifR ri'aiitorenouvellement des cellules de ('invention est conserves pendant au moine 
80 doublements de population, de preference au moins 100 uu 130 duubleruents de population, 
et plus particufierement pendant au moins 200 doublements de population. Ceci signffie que les 
cellules de I'invention sorit capables do eubir au moine 80 ou 130 ou 200 doublementa de 
pupulaLiun sans perdre leurs caracterlstlques d'ortqlne. En d'auxres termes. la muttipotentialite, 
rantivtt£ tRlnm«r?v5f?. le phenotype HLA Classe I negatif, te caryotype normal et la capacite a 
entrer en quiescence sont conserves pendant tous ces doublements de pupulaliui l. 

L'activite telomerase dee cellulee de r invention, mcsurublc cn mcttant cn oeuvre des 
techniques conventlonnelles, est partlcullerement importance. En etret, en conformite avec la 
definition de la cellule "souche* de Watt et Hogan (Science, vol 287, February 2000), l'activite 
telomerase signffie normalement que les cellules obtenues seraient capables 
d'autorenouveliement a Hntini. L'activite telomerase est uniquement presente dans les cellules 
embryonnairee et, chez I'adulte, dene lee cellulec tumoraloe ct les cellules "couches". Cettc 
activite confirms dune qu'il s'agit bien de Pilules souches. 

Le niveau d'act'rvite telomerase endogene des cellules de invention correspond de preference 
a au moins 20 %, par exemple 20 a 50 % de l'activite telomerase d'une lignee cellulalre de 
reference, plus particulierement 22 a 50 %. La lignee de reference est typiquement une lignee 
transfdrmee ayant une activite telomerase endogene, telle que la lignee humaine transformee 
HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 immortalise par I'Ag T). Cette activite peut etre 
mesuree a n'importe quel stade. tile est de pref6rence mesuree au-dele de 30 ou 40 
denotements oe populations, par exemple au stade de la quiescence apres environ 60 
doublements dc populations. 

En ce qui conceme tes caracteristiques immunologiques des cellules de I'invention, elles sont 
drfferentes d'une cellule somatique classique. Cn effet, ces cellules n'expriment pas de 
molecules du sysieme mla de classe I en surface (confirme par des analyses de cytometrie de 
„flux), ni de HLA Classe II en surface, Les molec ules du sy stem e HLA de classe I presentent les 
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peptides antig£nfques du soi et du non sni an* lymphocytes T cytotoxiques CDS* 1 ", d'ou leur r6l 
critique dans les reactions de rejet de grelTes. L'absence de surface des molecules HLA de 
dasse I laissa supposer a I'universalrte » des cellules souches de ^invention en transplantation. 
Cos cellules pourraient etrc utilis6cc cn allotransplantation sans aucun risque de rejet de la pari 
de mote, Indgpendamment de son genotype. 

Le phenotype I ILA Classe I et / ou Classe II negalir peul eb« analyst par toute technique 
conventionnelle. II est de prtfArance mnsiire au-deld de 30 ou 40 doublements de populations, 
par exempie au stodc do lo quiescence vers 60 doublements de populations, ou a un stade 
lardif e'est-d-dire au-deld de la quiescence, par exempie d 100 ou 120 douoiements de 
population. En effet, pendant les premiers doublements de population, I'expreeeion do surface 
des molecules I ILA de Classe I est faible mais significative, puis dispaiail a des blades lardtfs 
(par exempie au-deld de la quiescent** fintre sn et 80 doublements de populations), 
correspondent au stade de la disparKion des p recurs curs prceoccs. 

Dans le contexte de invention, I'expression « HLA nAgatif » signifie que lee cellules 6ouohes de 
Tinvention presentent un niveau depression de surface de molecules HLA de Classe I nun- 
detectable par cytomfctrie de tlux par simple marquage (utilisation d'un fluorochrome). 
Preferentiellement, les cellules «c HLA negatif » do I'invention pr6scntcnt cgalcment un niveau 
d'expresslon de surface de molecules HLA de Classe II non-d6tectable par cytometric de flux 
par simple marquage. 

En outre, grfice £ un ph6nom6ne de comportement immunitaire privil6Qi6. les cellules de 
I'invention, a I'etat differende, n'induiaent vraiaemblablement pes de reaction de rejet chez un 
note, indgpendamment de son genotype. 

Les cellules de I'invention presentent un caryotype normal, confinmant qu'elles ne sont pas 
transform 6es. 

A rstat normal, les cellules oe rinvention sont qulescentes (Blau HM et al, Cell, 105, 629-841, 
June 29, (2001)) et se remettent £ proliferer en presence de bFftF I a quiRRi»nnR est line 
caracl^ristique propre au* cellules souches. En effet, au-del& d'un certain nombre de 
doublements de populations, les cellules «non-souches » arrivent d la senescence. uetat de 
quiescence pout, on th^orie, Stre maintenu inddfinlment. Pour les cellules de I'invention, les 
inventeurs ont maintenu cet etat penaant des perlodes allant lusqu'd un an. La proliferation peut 
ensuite £tre induite par trypsination et dilution, 6ventuellement accomnagne d» I'ajnut d'un 
facteur de croissance. A quiescence, les cellules de rinvention s'arrGtcnt do prolifcror 
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sponLantrmeni, avaul d'aUeiiidre la confluence, par exempie entre 50% et 90% de confluence, 
plus particiiliaromfint p.ntrA «n % at 70 % d© confluence. 

une caracienstique Importante des cellules ae rmvention est leur multipotentialite. Elles sont eh 
effet capables de se differencier en au moine deux types ccilulalrcs. Plus perticulierement, elles 
sont capables de se differencier en cellules d'uiiyine enUudennique (par exempie Je fole) ou 
ectodermique (cellules nerveuses : astrocytes. oligodendrocytes fit neurones) ou encore 
mesoderm iquc. Commc exemploe de cellules du lignege mesodermique, Ton peut cSter les 
adipocytes, les osteoblastes, les myocytes, les cellules endotheiiaies et les chondrocytes. 

II a notamment ete demontre que les cellules de Pinvention T m&me a des stades tardrfs, sont 
capebles de se differencier en adipocytes fonctionnels (demontre par lipolyse, activite GPDH, 
marqueurs adlpocytalres). en osteoblastes fonctionnels (demontre par presence de marqueurs 
osteoblastiques et calcification de la matrice extracellulalre) y en myocytee fonctionnels, et cn 
cellules endotheiiaies. Cette difTerencialion peut avuii lieu in viUo el in vivo. 

II a notamment ete demontre que les cellules « CA » de I'invention, ont f au niveau clonal, la 
capacite de se differencier en adipocytes, en osteoblastes. en myocytes, et en cellules 
endotheiiaies, e'est-a-dire chaque cellule CA de 1'invention est capable de se differencier en 
ces quail e types cellulaiies. Conlrairemenl aux cellules adipocylaiies, usleublaslkjues el 
myocytaires qui appartiennent au "Limb bud mesoderm", les cellules endotheiiaies derivent du 
mesoderme visceral. Les cellules de 1'invention ne sont done pas limitees a une differenciation 
en cellules au lignege mesenchymateux. mais peuvent se differencier plus generalement en 
cellules du lignage meeodermique. 

Les inventeurs nnt im/a^tigua la prBsanna d« marqueurs sur les cellules souches de ('invention, 
lis ont constate qu'elles expriment les facteurs de transcription Oct-4 et Rex-1, et I'antigene de 
surrace ABUG2 (transporteur ABC responsable du phenotype « SP » : Zhou S et ah. Nature 
Medicine, 7, n° 0, Sept 2001, 1028-1034). Les facteurs de transcription Oct-4 et Rex-1 sont 
exprtmes specifiquement dans les cellules suuehes embiyuiiiiciiies du suuiis el humaiiies. Oct- 
4 est indispensable au matntien de la pliiripotahtialite das cellules souches embryonnaires de 
sourls. II a ete montre egalement que Oct-4 est exprime par les cellules souches embryonnaires 
humaines. 

Jl a egalement ete observe que les cellules souches de 1'invention ne reagissent pas au 
<r Leukemia Inhibitory Factor » (LIF), a des concentrations d 'environ 10ng/mL Le Llr- ne produit 
aucun chengement dc morphologie ou de proliferation des cellules. Conformement aux 
resultats obtenus par d'autres Investigateurs avec des cellules souches humaines, nuiarnrnerii 
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dee cellules souches embryonnaires, il peut done elie conclu que les cellules de ^invention 
n'exprtment vralsemblablement pas le rgcepteur pour In LIF (« l IF-R *), et sont done LIF-R 
negatif. 

De preference, les nftllnles de I'invention, eprAs avoir atteint la quiescence, presentent de fagon 
stable le ph£notypc cuivant In vitro : 

HLA classe I negative, 

HLA classe II negative, 

CD3 negative, 

CD 13 positive, 

Oct 4 positive, 

Rex-1 positive, 

ARCG2 positive. 

Ces caract£ristiques ph6noly piques s'associent d un caryotype normal, et a une acth/ite 
telomerase significative. De preference les cellules sont egalement LIF-R negatives. Ce 
phdnotypc est conserve in vitro de facon stable, e'est-d-dire en I'ausenue ou en presence de 
FGF-2, et d oes concentrations de serum de veau toetal qui peuvent d^pa^er 10%. Le 
phenotype est egalement conserve a dee dencitee d'eneemenccmcnt 6lcv6ce, et au-dela de 
140 doublements de populations. 

Lc temps de doublcmcnt dee populations cellulaires de I'invention varie en fonclioii de la 
proportion de cellules souches pnSsentes. Far exemple. avant d'atteindre la quiescence, le 
temps de doublement est d'environ 36 a AO heuree, reftetant la presence do precurseure dans 
la population CA. Au fur et £ mesure que la propui liun de cellules souches augmente, le temps 
de doublement augmente egalement, pour atteindre environ 70 a 80 heures a quiescence. En 
offot Ice ccllulcc couches sc diviscrrt beau coup plus lentement que les precurseurs. Apr&s 
quiescence. Fajout de facieurs de croissance tel que le bFGF permet de rftduire rie fagnn 
significative le temps de doublement, par exemple juequ'a 36 heures environ, pcrmcttsnt une 
production intensive et rapide de cellules souuties. 

Les cellules de I'invention pcuvent etre modrfiees gen£tiquement puis selectkmnees pour 
Introdulre ou falre exprlmer une caracterlstlque nouvelle, par exemple par ablation on 
modification d'un endogene ou pour ('expression d'un traneg&ne tel qu'un gene rapporteur ou un 
gene dont le produit d'expression presenter des pi upi teles Ihgrapeutiques, sous le contrOle d'un 
prnmntei ir approprte. per exemple ubiquiste ou tissu-specrfique. 

L'cxprcssion d'un transgfcnc ou d'un ADN ou d'un ARN peut etre soit constitutive, soit inducible 
de manure reversible ou Irreversible. L'ADN ou TARN h6t6rologue d'mteret peut etre port£ par 
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tout vecteur d'expression, par exemple vect ur viral (y compris vecteurs retroviraux), veu Lours 
Inertes, vecteurs piasmiaiques ou encore vecteur episomal. 

(.'introduction des vecteurs dans las cellules peut se faire par transfection, par exemple pai 
utilisation d'agents chimiques tel que le phosphate rift raloinm. par lipofection ou encore par 
utilisation d*ogcnt physique par exemple I'electroporation, la micro-injection, etc.... Le maintien 
da ce vecteur dans la cellule peut-etre solt sous forme episomale son sous forme integree dans 
le genome, au hasard ou de maniere ciblee. 

Ue telies cellules oenetiquement modifiees peuvent etre utilisees en therapie genlque pour 
pcrmcttrc d'apportcr un produit d'expression d'un gene hct6rologuc a un individu. Crace eu 
caractere multlpotent et HLA Classe I neqatlf, les cellules souches de rinventlon sont 
particulierement appropriees pour ce type duplication. 

Lorsque les cellules ce rinvention sont transduites ou transtectees par un gene rapporteur, elles 
pcuvent etre utilis6cs pour cffcctucr dc nombrcuscs dtudes. Par exemple, la plesticite dee 
cellules souches multlpotentes du tlssu adlpeux peut etre Investlguee a I'alde de cellules 
souches, transferees avec le gene lacZ codant pour la p-Galactosidase (bleuee apres 
coloration Xgal). Ces cellules marquees peuvent etre ulilisees pour des experiences in vilru el 
in vivo. 

Par exemple, in vitro, la plasticite ae ces cellules peut etre etudiee par des experiences de co- 
culture. Notamment, I'on peut analyser la capacite de ces cellules (d'origine mesodermique) a 
se differencier en cellules d'uiiujiie eiidodermique (par exemple le foie) et en cellules d'origine 
ectodermique {cellules nerveuses: astrocytes, oligodendrocytes et neurones) 

in vivo. cea -cellules marquees-peuvent etre egaiement xranspiantees chez la souris athymique 
(nude), ayant un eyeteme immunitaire deficient et ne pouvant done pas rejeter ces cellules. Les 
cellules transplanlees ue duiineul pas de tumeur. Le pouvoir de regeneration de ces cellules 
n'est visible que si on effectue, au prealable, des lesions ^riSqu^es souris a 

transplanter. 

Lea cellules couches de rinvention n'expriment pas de molecules HLA de classe I en surface, 
contralrement a la plupail des uellules somatiques. L'absence de ces prolines dont la fonction, 
immunitaire est cruciale, laisse snppr«er que ces cellules souches peuvent etre transpiantees 
unrversellement sans reaction de rejet. 
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En effel, less iuveiUeuis uni demuntres que les cellules de llnventlon peuvent etre 
transpiantees dans des souris immnnocnmp^tentes. sans reaction de rejet 6 mois apres 
transplantation. 

Les cellules CA de I'invention sont done caracterisees en ce qu'elle prcsontc in vivo un 
comportement immunopriviligie, e'est-a-dire, ellts ue duruie pas lieu d une reaction de relet 
lorsqu'elles sont transpiantees dans un mammifere immunocompetent (tel qu'une souris), et ce 
apres plua de 10 jours apres la transplantation, de preference apres 00 jours, et plus 
preferentieiiement apres 6 mois. La transplantation peut etre aiiogenique ou xenogenique. 
L'absence de reaction de rejet peut etre evaluee & ('aide de techniques permettant de rnettre en 
evidence l'absence d 'infiltration ryrnphocytaire, par example avec deb anUcuips anli-CD3. ou 
avec une coloration a rhematoxyline, 

De fagon surprenante, II a eqalement ete aemontre que. in vfvo les cellules de I'invention ont 
une capacite a migrer a I'etat non differencie. En effet, 50 jours apres transplantation de cellules 
CA de I'invention dans le tibialis anterior d'uiie souiis utnnuiiixx>mpelente f la piesenw de ces 
cellules a ete constatee dans des tissus leses adjacents au site d'injection. Ce comportement 
cuggcrc que Ice cellules de I'invention pouvent done contribucr, par rccrutcmcnt, a la 
restauratlon crun phSnotype normal d des sites anatomtques autres que celul du site d'lniectlon. 

L'invention conceme egalement des populations enrichies en cellules muftipotentes, 
^T^ctArfeeenft^^ et en ce qu'elles 

sont depourvues d'adipocytcG, do fibroblastcs, do pre adipocytes, de cellules endothelialcs, de 
pericytes, de mastocytes et de cellules de muscle lisse. 

Les populations de I'invention sont de preference entierement homogenes, c*est-A-dire elles ne 
comprennent que des cellules ftouchM. Plus particulierement, les populations sont donates. 

L'invention conceme egalement la production de cellules dirTeieiiuiees a pailir des uellules 
souches de I'invention. 

Par example. I'invention ennnernn la production de cellules drfferenciees du lignage 
mesodermique, carecteriaee en ce que Ton eultive des cellules couches de ('invention d partir 
de la confluence, en presence d'un milieu de dlfferenclatfon appruprie. 

Comme milieu pemnettant la differenciation en adipocytes, Ton peut citer le milieu duivant : 
- milieu DM EM/ Ham's M2 (vol/vol. supplements d'antibiouques par exempie i00U/ml 

de penicilline, 100 fig / ml de streptomycin e, 
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5ug/mi insuime numaine (Sigma). 
10^g/ml do trancfcrrinc humaine (Gigma), 

ACtivateur PPARy. par exemple 1jiM de FtRI 49653, ou 2nm de Ciglitazone (Biomol), 

100 d 250 fxM isobutyl-melhylxanthine (IBMX) 

1 jiM de dexa methadone 

0.2 nM de Triiodothyronine (T3 Gigma). 

Quarante nult a soixante douze heures apres. ce milieu est remplara par le m&me milieu 
mais no contenant plus d'IBMX ot dc dcxomcthesone. 

Kflmmp. milieu permettant Va differenciation en osteoblasts, I'on peut citer le milieu suh/ant : 
• DM EM, supplements d'antibioliques pai exeiriple 100 U/rnl de p6nlcllilne, 100 M I ml de 
streptomycine. 

10% de serum de veeu decompiementA, 
U.luJVI de dexam6thasone (SIGMA), 
10mM ^-glycerophosphate (GIGMA) 
50|i£/ml d'acida asonrhiqiia (SIGMA). 

Lc milieu est remplece tous les 2-3 jours et ce pendant une periode comprise entre 15 el 
20joura. 

Curiimt? milieu permettant la differentiation en myocytes, Ton peut clter les milieux suivants : 
La miieju commerci alise sous le nom de PrompCeU . ou 

milieu DMEM 

2% de serum de veau deoomplcmcntc 

antibiotiques (par exemple 100 U/ml de peniciliine, 100 ug / ml de streptomycine) 
Lc milieu cot romp lace tous Ice 2 3 jours ct cc pendont 4 o 6 ocmoinco. 

Commp. milip.il pamnertant la differentiation en cellules endotheJiales. Ton peut citer !e milieu 
sutvant : 

Milieu DMEM supplemente d'antibiotiques. 
10 ng/ml VEGF 1Z1 humain (SIGMA). 

Pour lee differenciations en adipocytes, en osteoblasts^ et en myocytes, lee cellules eouchee 
sunt iiuimaleiiibiil ensemenc^es & une density d'environ 10 000 A 20 000 cellules / cm 9 . 

Avant I'etape de dtfferenclatton, lee ccllulce eont normelcmcnt cnscmcnccce q unc denoite dc 
2b OUU cellules / cm 2 dans un milieu de proliferation (DMEM supplemente en 10% FCS et 2.5 
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rig/ml FOF-2). Deux joura apres, le milieu de culture est change en absence de hGh-* pendant 
4fl heures. Puis Irs cellules sont ensuite maintenues dans un milieu de differenciation pendant 
10 jours. 

Lee cellules couches de ('invention sont particulidromcnt opted a une utilisation en therepie et 
en cusmeloluyte. 

Les utilisations therapeutiques des cellules souches de I'invention comprennent, entre autres, 
des utilisations en transplantation et en tnerapie genique. 

Pai exemple, poui une ulilisaliun en transplant lion, les cellules de I'invention sont multiplies a 
I'etat inditterencie in vitro. suivi de ('introduction des cellules chez un in'riiviriu. l es cellules 
pauvent etre soit injectees dans la circulation, sort implantccG dons un site enatomiques. Les 
cellules se dlfferencient alors In vfvo en rpnetion du site anatomique lese. Par exemple, la 
transplantation intramusculaire de cellules souches de ('invention chez un individu presentant 
des lesions musculaires, dunnera lieu a une differenciation et regeneration du muscle. De 
meme, In r£n£neratinn rie tissu ariipei jx pant etre envisagee par riiffemnciatinn in v/vn ries 
cellules en adipocytes. 

La transplantation des cellules de I'invention peut done etre utilisee pour la regen6ration de 
lissu in vivo, par exemple un tissu osseux, un tissu adipeux, ou un tissu musculaire. 

Le cas 6ch6ant, la transplantation peut etre accompagnee de I 'implantation d'une matrice 
susceptible d'amellorer la regeneration du Ussu. par exemple en fournlssant un support 
physique pour la proliferation des cellules ou en foumissant des substances telles que des 
facteurs de crolssance etc. La matrice peut etre bio~degradable. 

Selon ('invention, la transplantation peut etre autologuo ou ollogdniquc. Los cellules de 
i'invention sont particulierement adaptees aux allo-transplantatlons en ralson de leur caractere 
HLA Classe I negatif. Les cellules peuvent done etre utilisees chez tout individu 
ifidepeiidariimenl de son genotype, sans risque de rejet. 

Selon une autre variante, lea cellules couches de i'invention peuvent etre utilteeee a I'etat 
differencie. par exemple en adipocytes, en chondrocytes, en osteoblasts, en myocytes etc. 
Selon cette variante de invention les cellules souches sont soumises a une differenciation in 
vitro, suivie par rintroduction des cellules differenciees chez un individu. 
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Pour les applications therapeutiques de Invention les cellules souches p«ivent etre 
06n6tinuftmp.nt mndiftees ou non. Lorsque les cellules eont genctiqucmcnt modifiees, elles 
peuvent etre utilises en therapie gfcnique pour apporter un prodult d'expression Chez un 
patient; par exemple une proline necrologue. Les cellules mnriiftees peuvent etn? cultivtes In 
vftro a l'£tat indifferencie puis Introdurtee chez lo r6cipicnt. Alternetivement, les cellules peuvent 
6tro multiplies in vitro & l'6tal UifTefenuG et ensulte Introduces Che2 le recipient 
L'invention conceme egalement la mis* en oeuvre de methodes chirurgicales et therapeutiques 
cmployent led cellules souches de invention. Elle conceme egulement les compositions 
pharmaceutlques comprenant les cellules souches de 1'inventinn en association avec un 
excipient physiologiquement acceptable. 

Les cellules souches de l'invention peuvent Egalement fitre utilises pour la production in vitro, 
de prot6inee, recombinantcs ou non, particulierement des prolines therapeutiques. En effel, 
les cellules de l'invention peuvent fctre cuuivaes in vitro pendant an mnins 100. par exemple au 
moins 200 doublements de population, et constituent done uno source quoslment inepuiseble 
de produils d'expiesskin. Les prolines en question Deuvent etre des prodults d'expression de 
genes endog£nes aux cellules souches. ou altemativement, peuvent $tre des prodults 
d'expression do genes h6t6rologues. 

Les cellules de l'invention peuvent egalement etre utiliseee dans dee eyetemcs do criblogc pour 
identifier des agents actife, par exemple des piuduils de unties, des extralts s6riques, des 
milieux oonriiHonnes. He.s- produits d'origine animale ou vegetal©, des banques d'agents 
pharmeoologiquea etc; 

Par example, invention comprend un precede de criblage permettont dldontificr dec agents 
susceptibles de moduler la diff6?enciaUon de cellules en cellules du lignage mdsodermlque, 
nararterise par r 

a) la mise en culture de cellules souches scion l'invention dans des conditions permettant 
leur differentiation en cellules du lignage mesoderm ique. (par exemple en adipocytes, en 
osteoblasts ou en myocytes) en presence d'un agent candidal, 

b) comparison de la differ ericialion des cellules en presence de I'agent candidat avec la 
differenciation en ('absence de I'agent candidal 

L'agent sous test peut etre un agent susceptible d'augmenter la differenciation, ou un agent 
susceptible d'empecher ou ralentir ou diminuer la differenciation (substance anti- 
differenciatrice), ou encore une substance susceptible de modifier la voie Ue diffeienuialiuM. 
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Linvention comprena egalement un precede de criblage permettant d'identifi r d s agents 
susceptibles de presenter une activitc lipolytiquo, characterise par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon l invention dans des conditions pp.rmfittant 
leur differentiation Rn adipocytes, 

b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candldat, evaluation de 
ractivrte lipolytique de I'agent candidal. 

L'hivenliuii cumpreriU egalement un proceoe de criblage permettant didentitier des agents 
susceptibles de presenter une artivire antMipolytique, caracterise par : 

a) lo mice cn culture de cellules souches selon Tinvention dans des conditions peirnellfcint 
leur dOTerenciation en adipocytes, 

b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenue, avec un agent candidat, cn presence d'un 
agent lipolytique, 

c) evaluation dR Tantivite antMipolytique de i'agent candidat. 

L'invention comprend egalement un procede de criblage permettant d'idenfifier des agents 
susceptibles de presenter une activhe insulino-eeneibllieante, caracterise par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon l'invention duns des conditions permettant 
leur rirfferenniatinn en adipocytes. 

b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidat, 

c) evaluation de I'activite insulino-sensibilisante de I'agent candidal, compare a dP_s 
adipocytes non-traitee. 

Linvention porte egalement sur 1'utilisation dee cellules souches en cosmetologie. 

Dans la mesure ou les cellules souches de Tinvention peuvent se dffierencier en adipocytes, 
ellee peuvent ©tre utilieeee en chirurgie eethetique ou reparatrice, par exomplo pour rcduirc 
respect ridG de la peau, pour aLlenuei les cicatrices ou marques cutanees diverses, pour 
effectuer un remplissage tissulaire. L'invention concerne done la mise en ORuvre de ces 
methodes chirurgicales employant les cellules de l'invention. 

Los cellules peuvent aussi etre incluses dans des compositions cosmetiques comprenant dos 
exclplentSp vehlcules, solvanls, colorants, parfurns, antibioMques ou aulres produits et additifs 
habftueliement utilises dans les prnriuits cosmetiqiifLs. I 'inclusion des cellules dans des cremRS, 
pommades, onguents, gels, fluides divers etc, permet leur application directement sur la peau 
ou autres tissus ou phaneres. Linvention porte done egalement sur les compositions 
cosmetiques contenant les cellules souches de invention & I'etat non-differencie, ou contenant 
des cellules differenciees Ueiivees des cellules suuuhes. 
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Lggendeg des Figures 

Drff6rents aspects de rinvention sont illustres dans les figures . 

Fipurc 1 : Aetivitc P-galactosidase endogene dea cellules CA et CS detect** & pH C. 

Une coloration Xgal, rAvAlant I'activite 0-galactosidase endog£ne (traduisant la senescence des 
cellules), effectuee eu stade de 60 doublements de population, correspondent au transfer! 
cellulalre 20 (« T20 »). revile que la popuiauon CS est senescente (Taux de senescence 0.415 
± 0.025%), alore que la population CA est simplcmcnt quicoccntc (Taux de senescence 0.045 
± 0.01 %). 

Figure 2 : EfTet du bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) & ia concentration de 5 ng/ml de 
milieu) sur les populations CA et CS, & des stades tardrfs, e'est a dire apree 50 
doublements de population. 

La Figure 2 montre la proliferation des CA + bFGF et CS + hFGF (Abscissa - jruirs apres 
etalement A 12 000 cellules / boTte de 35 mm de diametre ; Ordonnee : nombre de cellules (x 
10U0) / bone). Seuies les oeiiuies de la population CA repondent de maniare emcace au bhGF. 
Apree 50 doublements de population, le bFGF n'a pas d'effet eignificattf sur la population CS. 
Ces observations conflrment I'dtat de quiescence de la population CA et retat de senescence 
de la population CS. 

Hpure 3 : Morphoiogie des cellules CA a des stades tardifs (apres 50 doublements de 
population) en I'absence de bFGF et en presence de bFGF. 

« W/O FGF » * en rabsence de bFGF 
« +FGF » = en presence de bFGF (5 ng/ml) 
« FCG » - serum de veau foetal (*r"oetel Celf Serum ») 
Le bFGF entraTne un changement de la morphoiogie des cellules. Uuiescentes. ceiies-ci sont 
opplatics ct elargiee. En presence de bFGF, et done en phase proliferative, olios prennent une 
forme nUruDlasLique. 
L'effet du bFGF est reversible. 

noure4 ; Caryotype des cellules de la Prtmo 2 CA. 

Le caryotype des cellules de ia primo 2 a 6t6 r6alie£ sur les 2 sous populations CA et CS, en 
present*? uu nun de bFGF et d dHferents passages. Pour les cellules de (a Primo 2CA les 
caryotypes ont ete realises aux blades fitiivants : T21 = 80 doublements de population ; 1 23 = 



90 doublements de population ; T34 130 doublem nts de population. Dans luus les cas, les 
caryotypes sont normaux. La Moure 4 montre un exemple de caryotype des cellules de la primo 
2CA. 

F inure fi- Differ*; nation In vitro dee cellules de la primo 2 CA et do la Primo 2 CS en 
adipocytes e dea passages preoocea : 

CST1 : population CS au passage 1 (correspondant a 3 doublements de population) ; 

CST7 : population CS au passage 7 (correspondant a 21 doublements de population) ; 

CAT5 : population CA au passage 5 (con espuudanl a 15 Uuublements de population). 

Coloration Oil Red O. 

Figure 6 : Expression transcrlptlonnetle de marqueurs adipogeniques au cours tie la 

cfifferencfaf inn ri» cellules Primo 2. Analyse en Northern Blot. 

JO, J7, J12 = 0, 7 et 12 jours, respectivement, apres induclion de la dirfeiericiatiun, 

CA 1 14 : population Primo 2 CA au passage 14 (correspondant A 42 rinuhlftmente rie 

population). 

CS Tie : population Primo 2 CS au passage 16 (correspondant a 46 doublements de 
population) ; 

Figure 7 : Differenciation in vitro en osteoblastes de cellules CA et CS a des passages 
prccoccs. 

CST1 : population CS au passage 1 (correspondant a 3 doublements de population) ; 
CST7 : population CS au passage 7 (correspondant a 21 doublements de population) ; 
CATC : population CA au passage 5 (correspondant a 15 doublements de population). 
Coloration Alizarin Red. 

Figure 8 : Capacite de differenciation de cellules CA a des passages tardlfs. 

A : Dfffereneiation adipocytaire de cellules de la Primo 2CA. L'inductlon de differenciation 
adipocytaire est effectuee lorsque les cellules sont au stade TOO (environ 130 
riniihlements da population). Coloration OH Red O. 

B : Diff6rcnciotion ostcoblastique de cellules de la Primo 2CA, L'induction de 
differenciation osteoblastlque est effectuee lorsque les cellules soul au stade T30 
(environ 130 doublements de population. Coloration Alizarin Red. 

Fimtre p - Fonctionnaiite des adipocytes et des osteoblastes : Expression 
transcription nolle do marqueurs spccifiqucs soit do la differenciation adipocytaire, soit 
de la differenciation osteoblastlque. 
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Lexpressiun UdMsuipliunnelle des rnarqueurs HPPARy-2. naP2 et HOC est determines oar Kl- 
PCR les cellules utilisees sont i) des adipocytes (c6te gauche de la Figure), issues dc 
Primo2CA, I 'induction adipocytaire ayanl eu lieu au blade T32 (environ 140 doublements de 
population), et ii) des osteooiastes (cote droite de la Figure). Issues de Pnmn2CA l I'inrlucfion 
o&teoblastique ayant eu lieu eu etade T32 (environ 140 doublements do population). 

hPPARy-2 : recepteur 7 humaln active par les proliferateurs de peroxisome ("human 
peroxisome proliferated activated receptor -f) : merqueur adipocytaire. 

naP2 : proteine de liaison des aciaes gras numam ("human tatty acid binding 
protein") : marqueur adipocytaire, 

hOC ; osteocalcine humaine (marqueur osteoblaslique) 

Figure 10 : Fonction na lite dee adipocytes : Capocit6 do lipolyee dee cellules de la Primo 
2CA. 

Des iipotyses ont ete realtsees sur des adipocytes obtanus a partir de cellules Primo2CA T32 
(environ 140 doublements de population), avec des agonistes specifiques de difTeieiits 
recepteurs P-adrenerglques. La Figure 10 montre les vitesses de lipolyse obtenues, et 
confirment I'absence de recepteurs P3 adrenergiques. 

Figure 11 ; Fonctionnelite des osteoblestes : Detection de calcium associe a la matrfce 
extracellulaire. 

La matrice extracellulaire preeente dene lee bottee de culture apree lyse du tapis cetlulairc, est 
sechee puis incubee avec la solution du "SIGMA calcium detection Kir. La quantite de calcium 
secrete par Irs nstenhlastes est quantifier par lecture de oette solution an spent rnphntnmeh-R 
(DO 575). La fonctionnallte des osteoblastes se confirme. 

La quantite de calcium secretee par les osteoblastes varie en fonction du tot de serum 
(211707, 210407, 210811, 210812, 3903, ciassique). Ceux-ci peuvent contenir des cytokines, 
hormones ou facteurs de crolssance non caract6rts6s et presents dans des proportions 
variables. 

Les adipocytes ne secretent pas de quantite significative de calcium. 

Figure 12 : Morphologic des cellules de la Primo2CA en fonction du nombine de 
doublements de population 

A : 40 doublements de population 

6 : 100 doublements de population : quicsccntcs 

(J : 1t>U doublements de population : quiescentes 

D ; 1 50 doublements de population + bFGF : en phase proliferative. 
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Le bFGP entraTn un chang ment de fa niorphologle des cellules. Quiescenies, celles-ci sont 
aDDiatles et elargies. tn presence de bFGF, et Hnnc en phase proliferative, ©lies prwinent unc 
forme fibroblastique (voir aussi Figure 3). 

Hflure 13 : Capacite de dlfferenciation adipocyte ire doe Prlmo 1CA, Prlmo 3CA et Primo 

6CA: Adipocytes epres 6 jours de differentiation. 

A : Prlmo 1 : aiTTerenciation induite a bU doublements de population 
B : Primo 3 : differentiation induite £ 40 doublements de population 
C : Primo 6 - differentia Uon Induite a 40 doublements de population 

Figure 14 : Capacite de difference at ion adipocytaire des Primo 1CA, Primo 3CA et Prlmo 
6CA : Coloration OH red O 

A : Primo 1 : d iff enunciation Induite a 40 doublements de population 
B : Primo 3 . differ eriuialion induite a 25 doublements de population 
C : Primo 6 : differentiation induite & 25 doublements de population 

Figure 1$ : Marquage cellulaire et analyse en cytometric de Flux. 

Mise en evidence du caraetere HLA Classe I negatif dee cellules souchoo Primo 2CA. 
Simpto Ma/uuaue: FITC 

1 . HFI A • Cellules humaines tumoraJes. HLA Classe I positrf, 

2. 8VF : Tissu adipeux adulte, pas de doublements de populations. HLA Classe I 
positlt ~ — - — — - 

3. Primo 2CA : 120 doublements de populations 

4. Primo 2CS : 40 doublements de populations 
Courne noire : Igft de srwiris ■ contrdie anticorps negatif 
Courbe griae : W6732 Anticorps anti-HLA Classe I 

Figure 16 Obtontion de clone* multipotente a partlr do cellules CA. 

Les clones CA1 et CAS out ele miss dans le milieu de culture permettant la differenciatlon en 
adipocytes et en redenblastes I es adipocytes sont reveles par le colorant a I'huile rouge et les 
oateoblastes par le rouge Alizarin. 

Figure 17 : Expression d'un tranegene dane lee celluloe eouchoe CA. 

Les cellules souches CA sonl Uansduiles pai un letiuviius exprimant un y&ne de resistance d 
un antibiotique. la puromyclne et le gene rapporteur LacZ. Elles sont ensurte selectionnees en 
presence de puromycine. Les cellules selectionnees expriment touted le g6ne LacZ revele in 
situ par l activrte |3-gaiactosidase. 
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Fiuure 18 : Expression de Oct-4, de Rex-1 et d*ABCG2 dans les cellules souches CA : 
Phntns da gauche : Expression de TARN Oct-4 et ABCG2 dans les cellules CA et le clone CA1 

I *s ARN snnt extraits d partir des cellules CA et CA1 et r expression de Oct-4 et ABCG2 est : 
amplifier por RT-PCR 

- puis detectee par Hybridation. 

Photos de drofte : Expression du facteur de transcription Rex-1 par dee cellules primo 2CA 

apr6s 00 et 160 doublements de population. Le facteur de UansuripUuri Rex-1 est Impllque 

dans le maintien A ratal nnn drfffirpncte de cellules souches embryonna[res. Les chiffres « 1 », 

« 2 » ct « 3 » significnt « -RT (contrdle negatrf) *, * cellules CA », et « cellules CA1 », 

respecuVement. 

Les conditions de PCR sont : 

- pour Oct-4 : 94°C, 1mn; G7°C, 1mn; 72°C, 1mn pendant 45 uyufes. 
Amorces : b -L5ACAACAA I KAAAATCTTCAGGAGA-S' et 

6' TTCTGGCGCCGGTTACACAACCA-3\ 

amorce Interne 5-CACTCGGTTCTCGATACTGG-3' pour un fragment de 220-pb. 

- pour ABCG2 : 94°C, 1mn; G0°C, 1mn; 72°C, 1mn pendant 31 cycles, 
Amorces : 5'-ggcc I caggaagacttatgt-3' et 

6' AAGGAGGTGGTGTAGCTGAT-3' 

- pour Rex-1 : 94 °C, 1min, 60°C 1 min, 72°C 1min, Nombre de cycles 31 ; 72° 5 m in, 1 
cycle 

Amorce : 5 -CTCTCCAGTATGAACCAGG-3' et 
S'-CAAACCATCACAACAACACC-S', 

amorce interne, 5 -ggcattgacctatcagatcc-3' pour un fragment de 400-pb. 

Fiuuie 19 : RepresenUsliuii grapliique iTune variant* prefeiee du proved* pour la 
production de cellules souches adultes a partir de tissu adipeux humain. 

Figure 2 0 ; Caracterlstlques des cellules pnmo2 CA en terme de marqueurs de 
surface, 

Des cellules primu2 CA au sLade 80, 120 et 160 doublements de population ont 
marquees avec des anticorps anti-HLA I. anti-HLA-DR anti-CD3. anti-CD13 couples au 
pr6aleble ovcc le PITC ou Ic phycocrythrine. Contrdle - IgG, lee anticorp6 utilises sont 
les suivants : HLA 0e classe I conjuque d la fluoresceins (FITC) ; HLA-DR (hi LA classe 
II) conjugue a la phycoerythrine (PE) ; CDS (marqueur des lymphocytes T) mnjugiiR a 
PE; CD13 (marqueurs des cellules stromeles de le moelle osseuee, cellules 
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endothelials, pioyeniLeuis preuuctas des granulocytes/monocytes et ae leur 

descendance) conjugue eu FITC. 

Ligne fine : IgC contr6!e 

Ligne grasse : antlcorps d'lnteret. 

Figure 21 : DiffeYenciatlon myocytaire in-vilro apres 4 jours. 

Detection par immuno-histochimie de la myog6nine. facteur precoea da ia differentiation 
myocytaire. La figure 21 illustrc dec micrographes de ccllulCd primo2 CA a 150 

doubiements de population, apres 4 lours en presence de milieu ae aiTTerentlatlon en 
myocytes. I es cellules sont fix6es avec 4% de paraformaldehyde pendant 10 minutes a 
temperature ambiante et perm€abilis€es en presence de PBS/0-1% liiluit X100 pendcjul 
10 minutes ; on procede ensuite au blocage de I'activite peroxidase endogftna an 
incubant fee cellules avec 3% de H202 pendant 5 minutee. Lee cellulee sent ensuite 
incubees avec Tandcorps primalre : antlcorps antJ-myogenlne (mouse anti-human IgG) 
(1 :100) entre 30 minutes et une heure & temperature ambiante puis avec I'anticorps 
secondare (anti-mouse IgO couple a la peroxydase). 

Figure 22 : Diffcrcn elation myocytaire in-vitro apres 21 jours. 

Apres 21 jours en presence de milieu de differentiation en myocytes, detection de la 

myosihe des fibres musculaires rapides (« fast twitch myosin » ou a FT myosin »), 
marqueur tardif de la differentiation myocytaire (marqueur intra-ceilulaire). Detection par 
FACS r apres d&collement des cellules primo2 CA (150 doubiements de population) 
ccllcG-ci sont fixeco cn presence de PBS/ 1% formaldehyde pendant 15 minutes a 
temperature ambiante puis permeablllsees avec une solution de digiLunine (lOuu/rnl Ue 
PBS) pendant 7 a 8 minutes a temperature ambiante. On procede ensuite au marquage 
antlcorps en suivant le protocoic decrit pour ('expression des marqueura de surface 
(figure 20}. L'anticorps utilise est un antlcorps de souris cor\jugue directement a la 
phycocrythrinc et reconnaieeant la FT-myoeine humaine. 
Ligne fine : IgG contrOle 
Ligne grasse : FT-myosine 

Finum 73 : Diffarenclatlon en cellules endothelials in vitro 

Detection per immuno-histochimic du «c von willebrandt factor » ( vWF ), marqueur 
speciflque des cellules endothelials*. La figuie 23 iilustie ('expression du vWF par les 
cellules primo2CA d 150 doubiements de population, apres 21 jours en presence dn 
milieu anglog6nique. Les cellules sont fixees avec 4% de paraformaldehyde pendant 10 
minutes d temperature ambiante et permeaoilisees en presence de PBS/0.1 % trtton 
X100 pendont 10 minutoe ; on procede ensuite au blocage de Tactivit& peroxydase 
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endogdne en incubam les cellules avec 3% oe H202 pendant b minutes. Les cellules 
sent ensuHe Incubees avec I'anticorps primaire : anli-vWF (Goat IgG rcconnaissont o la 
fbis le vWF humain, de rat et de souris) enlie 30 minutes el 1 heure a temperature 
ambiante puis avec I'anticorps secondare. anti-goat-IgG couple a l« nfcroxydase 
(1 :100). Aprcs 21 jours do maintien dens un milieu compose de DMCM et de 
MVEGF121 ( lOng/mL), les cellules de la prtmo 2CA exprlment le VWF. 

Hgures 24 a 27 : Pouvolr de regeneration musculalre In vivo daa cellules de la primn 2 CA 
apree 10 joure, 50 Joure, 80 joure ok 6 mois de transplantation ohez la aourla mdx eons 
ImmunosuppresseunLes Figures 24, 25, 26 et 27 lllustrent la co-localisation, apres 10 jours 
(Fig 24), 50 jours (Fig. 25), 80 jours (Fig. 26) et 6 mois (Fig. 27) de transplantation de cellules 
Primo 2CA dans le Tibialis Anterior, de noyaux humains avec lea fibres muscul a ires re- 
exprimant la dystrophine. Cette co-localisation a et& effectufee par double marquage de la 
dystrophin© par immunofluorescence et dee noyaux humaine par FISH. Les cellules 
transplants sont des cellules Prtmo 2CA d 160 doublements de populations, au nombre de 
150 000. 

L'etape de detection de la dystrophine par immunofluorescence a 6te ettectuee avant de 
proceder au marquage des noyaux humaine par FISH : 

- Detection Ue /a Uysboptiine par immunofluorescence . les coupes de muscles sunt 
incubees pendant une heure avec un anticorps reconnaissant la dystrophine humaine, 
prealablement couple a la fluoresceins Les anticorps utilises sont sort : 

tin anticorps specif ique de la dystrophine humaine et souris (mouse ami-human lgG1 : 
NCL DYS2 de Novocaetra, dirige centre I'extremtte C-terminale de la dystrophine humaine 
et souris) soit, 

un anticorps specifique de la dystrophine humaine (mouse anti-human lgG2a : NCL-DYS3 
de Novocastra, dirige contre Textremite N-tenninale de la dystrophine humaine) 

- Detection das noyaux humains par FISH : La sonde utilisee pour detecter les noyaux 
humains est une sonde specifique de tous Ice centromeres humains (a Satellite) couplec a 
la oigoxigenine (CP5095-DG.5, Appiigene oncor). L'etape de detection conslste en 
rapplication eur lee lames dVn anticorps anti-digoxigenine couple £ la rhodamine. Avant 
ranalyse des coupes, un pruuede a la coloration de i'lntegralite des noyaux en utilisant une 
solution de DAPI (nnlnratinn hlaua). Lea lames sont ensuite observees au microscope a 
fluorescence (Axtophot Zeiss) avec une lampe 100 watts et un systdmc dc filtrcs 
(perceptive Scientific international). 
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dystrophia ; 
centromeres humains 
noyaux (hurnains ct murine) 
Tibialis Anterioi 
C£astmcnemius 

Fig 24 (1 0 jours) : antlcorps antl-dystrophine : IMCL-DYS2 

photos da gauche : Tibialis Anterior non-traite (contrftle) ; 

photos du cwiili e ; Tibialis Anterior dime souris max trartee avec de la 

cyciosporine. 10 jours apros transplantation ; 

photos de droite: Tibialis Anterior d'une souris max 
immunocompecente (sans cyciosporine). 10 jours apres 
transplantation ; 

Fig 25 (51) jours) : anticorps anti-dystmphinp. * NCL-DYS2 

photos de gauche : Tibialis Anterior non-trait6 (cunliOle) ; 

photos du centre: HDiaiis Anterior d'une snuris mdx 

immunocompetente, 50 jours apres transplantation ; 

photos de diuile : Gastrocnemius d'une souns mdx immunocompetente 

(sans cyciosporine). SO jours apres transplantation, dans la TA 

adjacent 

Fig 26 (80 jours) : anticorps anti-dystrophine : NCL-DYS2 

photo de gauche : Tibialis AnLeiim d'une souris mdx 
immunocompetente (sans cyciosporine), 80 jours apres 
transplantation ; 

photo de drone : Gastrocnemius d'une souris mdx, immunocompetente 
(sans cyciosporine) 80 jours apres transplantation, dans Ic TA 
adjacent. 

Fig 27 (6 mole) : anticorpe anti dystrophic : NCL-DY63 

photos de gauche : Tibialis Anterior d'une souns mdx 
immunocompetente (sans cyciosporine), 6 mole apres transplantation ; 
photos de droite: Tibialis Arileiiui d'une souris mdx non-traltee 
(temom). 



En vert: 
En rouge : 
En bleu : 
TA: 

G: 
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Figure 28 : Mise en evidence, par Immunodetection comparative, de I'ongine humaine de 
la dystrophin© ex prime* dans les myofibres du muscle transplant© : L'analyse de la 
presence de myofibres exprimant de la dystrophine, et la localisation subuellulaire dans le 
tibialis anterior 10 lours apres transplantation, a ete eftectuee en utilisant les anticorps 
suK/ants : 

(a) : un anticorps Uhfye uunbe rexlrfcmite Otermlnale de la dystropnine humaine et sourts 
(mouse anti-human IgGI : NCL-DYS? de Nnvncastra,), 

(b) et (c) : un anticorps dirig£ contra Textremite N-terminale de la dystrophine humaine 

(mouse anti-human igG2a : NCL-DY53 de Novocastra,), 

(d) et (e) : un anticorps specifique de la collagen© III de souris. 
La barre indiquant l'6chelle correspond d 15 pm dans les Figures 28(a) et 28(b). et a 1 um dans 
les figures 28(c) a (e). L'£toile * indique une section d'un me me myofibre. 

La similarity entre les Figures 20(a) et (b) indique Koriglne humaine do la dysbupiiine exprimee. 
La dystrophine humaine est localisee sous le sarcnlemnft Fn revanche, la collagen* III de 
eourie est preeente dane I'eepace extra celiu lair c cntrc loo myofibres (figures 28(c) a (e)). 

Figure 29 : Absence de reactions immunitaires cellulaires et humorales 10 Jours apres 
transplantation de cellules souches de I'invention : L'existence d'une Gventuelle infiltration 
lymphocytaire a la suite de la transplantation rte hrIIhIrr Primn ?CA rhe7 une souris mdx 
immunocompetent© a ete etudide a I'aide do Khdmotoxylinc (Figs 20(a), (b) ct (c)) f ou 
d'anticorps anti-CD3 de souris (Figs 29(a ). (b') et (c*)). 
Fig 29(a) et (a*) : Tibialis anterior de souris mdx immuncKJomj^te^t^ 

Fig 29 (b) et (b') : Tibialis anterior de souris. 10 jours apres transplantation de cellules Prime 
?CA. an nnmhrfi rift 150,000 ; 

Fig.29 (c) ct (c') : Tibialis anterior de souris, 10 jours oprco transplantation do cellules 
stromales-vascuiaires humaines non purlftees. Isoldes 6 partir de tlssu adlpeux ; 
Lo borrc indiquant Pcchcllc correspond a 50 um dans lee Figures 29(a) a (c), et a 20 um dane 
les Flqures 29(a p ) a (c). 

10 jours apres transplantation de cellules Prime 2CA. aucune Infiltration lymphnnytairA (CD3~) 
n'esl ubservee (voir Fig. 29(b) et (b'). comparees aux Figures 29 (a) et (a')). En revanche, la 
transplantation de cellules stromales-vascuiaires non purmees, isoiees a partir oe ossu aoipeux 
humain induH une reaction immunitoirc cytotoxiquc ct humoralc (Fig. 29(c) ct (c f )). 

Figure 30 : Absence de reactions immunitaires cellulaires et humorales 6 mois apres 
transplantation de cellules de la Primo 2CA : L'existence d'une eventuelle reaction 
immunitaire 6 mois apres transplantation de cellules Primo 2CA chez une souris mdx 
immunocompetente a ete etudiee en appliquant les mfimes techniques que celles decrites pour 
la Figure 29. 
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Photos dc gauche: Tibialis anterior tie suuiis mdx immunocompctcntc. 6 mole apres 
transplantation d cellules Primo 2CA, marquag a ralria rie I'hematoxyMne ; 
Photos de drolta : Tibialis anterior de souris mdx immunocompetents, non-traltae (tfemuin). 
merquege 6 I'alde de Ihematoxyimn. 

L'absence d'infiltretlon par lee lymphocytes T est constatee dans le muscle transplant* 

par les cellules P.i„.o 2CA. signlfiant .absence de reactlnn de .ejet G mois apres 
tronoplantation. 

Fiqure 31 : Pouvolr de regeneration museula.re in vivo dee cellules de la prime 1 CA et do 
la Prime 3 CA apre* 10 joura de tranaplentotlon sons immunosuppresaaur che* la souris 
mdx- La capacit6 de regeneration mnseulahe in vivo est evaludc par co-localisation das 
noyaux numains avec les fibres musculeires re-exprimant la dyst.uphine. La technique de co- 
localisation est mentlque a cells decrite pour les cellules Primo ?CA (voir .e U «ndes des r.gures 
24 a 27), mois les cellules transplanter sont des cellules dc la Primo 1CA ou de .a Prime 3CA. 
- phulo PRIM01 : Tibialis Anterior oima suuiis mdx immunocompetenta (sans 
cyclosporin*), 10 jours apres tronoplantation de cellules Prime 1CA 6 50 et a 120 
doublements de population, au nombre de 150 000. L'anticorps utn.se pour la detactio.1 de 
la dystrophinc est un anticorps specifique de la dystiophine humeine (mouse ant-human 
l8 G28 • NCL-DY33 de Novocestra, dirige centre l extremlte N-le,minale de la dystrophins 
humoine) 

photos PRIM03 : Tibialis Antarior d'une souris mdx immunocompetente (sans 
cynlnspuiine). 10 iours o P r6s transp.antat.on da ce.lu.es Prime 3CA a 46. 80 et 110 
doublements da pnpulHliuns. au nombre dc 160 000. L'anticorps utilise puu, la detection de 
la dystrophine est 6galement rantlcoips NCL-DYG3 de Novocestra. 

Apres to juuis de transplantation, un potentiel da reganeraliun museulalre est visible, a la to.s 

pour les cellules de la Primo 1 CA et pour lee cellules de la Hnmo 3 CA 

P,p tire 32 : Absence do r6actions lmmun.ta.rss cellulaires et humoraloe 10 jours apre* 
transplantation de cellules de la Primo 3 CA : 

L'existonce d'une eventunl.a reaction immunitaire 10 jours apres transplantation de cellules 
P,imo 3CA chez-unc courts mdx imm. mncompelente a etc etudi6o on appl.quant les mfemns 
techniques que cedes ddcritos pour las caHu.es nn la P.i-no 2CA (voir legendes des figure* 
Figure 20 et 30). 

photo Prime 3: Tibial.s anterlnr de souris mdx immunocompetente, io jours apnSs 
transplantation de cellules de la Wr.mo 3CA (.10 doublements de popu.ations, au nomora da 
150 OOO). marqiiage a I'alde del'h6motoxyline. 

On observe une absence d'lnnu. alien lymphocyteirc ovec las ce.iu.es da la P.I...O 3CA. 
suygerant un comportemant Identique A ce.ui des cellules de le Primo 2CA. 



EXCMPLCO 

1- Methode d'o btontion e t d'expanst o n In Wfro d og coHuleg souc he s nuiltlpntenteB du tlssu 
adipeux 

1.1. D escri otlf des pr6)evements de tlssus eoipeux o btenus 

Six preievemems; rie tissus adipeux de jeunes enfanta, ages dc 1 moic a 7 ane, de sexe et de 
localisation onatomique variables, ont ete obtenus 



Le tableau I resume I'nrigine de chaque prelevement, le poida de cclui-ci oinsi que le n ombre de 
cellules obtcnues en utillsant le technique qui sera detainee plus luin. 



Appellation du 
prelevement 




Ago 


Localisation 
anatomique 


Polds du 
prelevement 


Nombro na 
cellules obtenues 


Primo 1 


h 


7 ans 7 
mols 


Region 
omhlllmle 


300 mg 


400 000 


Primo ? 


M 


5 ana 


R6gion 
pubienne 


400mg 


bOOOOO 


Primo 3 


M 


4 mob 


Region 
prepubienne 


210 mg 


4ioo noo 


Primo 4 


. F 


7 ens 


Region inguinale 


2.1 g 


2 000 000 


primo 5 


M 


1 mois 


inconnu 


200 mg 


1 UO0 000 


Piimu 6 




-18 moic 


inconnu - 


-20O mg 


- 3RO OOO 



Tableau I : Prolevoments de tissue adipeux humatns utilises pour la 
production de cellules souchee multipoint©* 



Lcc Examples ci-dessous decrlvem rnhtantiuri de ue1lule& souches multipotentee a portir 
das prelevements Primo 16 6. Ces cellules souches oni atA nhtfinues par la inise en 
ceuvre des etapes suivaiiles . 



■ isolemenl tie cellules multlpotentes a pertir du prelevement 

■ nrichissement in vitro de la culture «n crIIi lias multipntentes 

■ obtention d'une population de cellule© couches quiescentes 

■ Induction d'une pi otireiation Intensive de cellules souches 

Les cellules souches oinsl obtenuee ont ete caracterlsees par 

■ Mesure de raclivite telomerase 

■ Realisation ne naryntypas a difTeieuls passages 

■ Etudo de la pla6ticite cellulaire (dmerenciation en difTerents fypfis caiiiiialras) 
» Determination de la presence ou de I'ebscncc dc marqueurs cellulairee 

■ ClonarjR des cellules souches 

Le methodologic ct los reeultate sont decrits en d6tail ci-dessous. 

1.2 Methode d'lsoiement des cellules muirinnte nt Rs ft earth Ue tissu adip eux de ieunes enfants 

Apras facte cl ih urglcal. le prelevement est conserve dons du miliou DMEM ( Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium). + 10% rt« s«mm de veau fuela! . a temperature ambiante. Le tissu 
est rincd dans du PBS ( Phosphate Buffer Saline) a 37°C puis agoulle el pese. Le prelevement 
est erisuite emince tres finement pour optimiscr I'ctapc de digestion enzymatique. 

Lc milieu de digestion est compose de milieu DMFM (Dulueccu's Modified Eagle's Medium) 
uuntenant des antibiotiques (100 U/ml do Penicillin© ct 100ug /ml Streptomycine), 2 mg/ ml de 
coliagenase <Boerhinop.r reference 103586) et 20mg/ml de serum albumine bovine fraction 5 
(Sigma A reference 2163). Le volume de digestion etant fonctlon du pntri.s rt« tissu, on utilise 
generalerriunl 1ml de milieu de digestion pour 100 6 200 mg de tieeu. La digestion s'ettectue a 
3/°C sous agitation lante. Curiliaiiemenl aux techniques clesslquement ddcritcs sur lo 
preparation de preadipocytes humeins, la duree de la rtlgnstlnn est tres rapide. de 5 a 10 
minutes, duree qui correspond e le dissociation complete du tissu par la coliagenase, L ectivite 
coiiagenaR« «Rt ensuile inliiuee par Teddition de serum de veau foetal (200 ml dc milieu de 
digestion). 

On procede alors a la cantrifugatiun de la preparation cellulaire 5 min a 1000 rpm. etopc qui va 
permettrc dc ccparer tes adipocytes (qui flottent) des autras types cellulaiies uontenus dans le 
tissu adipeux (preadlpooytcc, cellules souches, cellules endotheiiaies. pericytes, 
maRtoryTRs..,).. li est important de noter cue cette etape dc lo procedure oet effectuee sans 
filtration, ce qui permet de cons«rvar tous les types cellulaiies contenus dans le tissu adipeux 
(exception faitcs des adipocytes). 



Le culot cellulalre obtenu apres centrlfugatlon est resuspendu dans ie milieu de culture: 
DMEM+ 10 % de serum de veau fcetal decomplemente * antibiotiques (100 U/ml de penicitlinc, 
100 ^g / ml do streptomycin©), Le nombre de cellules oblenues est cumpie. Le rendement 
cellulaire est variable selon les prelevements: de mno a 5000 cellules par mg de tissu. Les 
cellules sont ensemencees a heute densite, de 1000 a 3000 cellules par cm2, sur des bolles 
piastlques (polystyrene cristal. Greiner). 

Au moment de la mise en culture, deux sous-populations cellulaires sunt issul6es» a partir de leur 
Vitesse d'adhesion. La premiere sous-population, designee sous le terme « CA », nst 
con3titu6c dc cellules qui adherent tr6s rapidement (moins de 12h). La deuxieme sous- 
population, appelee CS , est constltuee de cellules qui adherent beaucoup plus lentement (oe 

48 A 77h) 

Pratiquement 12 h apres la mise en culture, certaines cellules ont adhere au plastique. Ces 
cellules constituent la population CA. Les cellules constituant la population CS, ee trouvent ou 
fiieme moment, en suspension dans le milieu Ue culture. Ce milieu de culture est preleve ©t 
depose dans line noiivellB hnite de culture. AprAs 72h, Irr rallulns nnt arih6r£ 

1.3 Enrichissement de la culture en cellules souches multiootentes : 
l i, 7 Ubtenilon ri'uhe population de cellul es souches auiescentes : 

Les deux sous-populations CA et CS sont malntenues en culture oe la meme facon. ces 
cellules, a des stades precoces (correspondent environ a 50-60 doublements de population), 
presentent des caracteristiques similaires en terme de plasticite, proliferation et morphologic. 

Les cellules sont entretenues dans le milieu de culture DMEM+ 10% de eerum de veau foetal 
decomplemente + antibiotiques (100 U/ml de penicliiine, 100 no/ml de streptomycine). 

Lorsque les cellules arrivent a 00% de confluence, elles sont traitees a la trypsine (Trypslne- 
EDTA. Invitrooen) et remises en culture dans trois nouvelles boTtes de diametre idantique. La 
densite d'ensemencement correspondante est de 1000 a 3500 cellules/ cm2. Les cellules no 
sont volontairemeiil pas dlluees da vantage, afin de conseivei Oana luules les builes, les 
cellules multipotentes qui thenriqiifiment r« riivisent plus lentement que les precurseurs. 



Les cellules sont entretenues aans ces conditions jusqu'd ce qu'eiies cessent d proliferer. 
Pour Prlmo 2, les c llul s CA t CS cessent de proliferer a partir du tranef rt cellulairc 20 
(T20), correspondant d 60 doublements de population. 

Uno coloration Xgol (rcvclent I'octivitc p-galectosidaae endog^ne, d6tect6e & pll 6 et tradutsant 
la senescence des cellules). revele que la population CS est senescanta alnrs que la 
population CA ect eimplement quie6cente (voir Figure 1 ). 

Pour cette et&pe d'enrichisspmRnt, dHfArants milieux da milium ont ata tastes II a nntamment 
ete observe que les collulca oouchcc do I'invcntion nc rcagioocnt pos ou « Leukemia Inhibitory 
h actor » (Llh) (lung/ml). Le LIF ne produit aucun changement de morphoiooie ou de 
prolif6ration dee cellules. Ceci tend a confirmer que lee cellules n'expriment pas de rdcepteur 
pour LIF (LI F-R"). 

1.3,2. Induction d 'un e proliferation intensive dos cellules souches 

Apres elablissemenl d'uno population de cellules CA quiescentes, Ton rajoute alors au milieu 
de culture precedemment decrit du bhGF (basic Hbroblast Growth hactor) humain a. la 
concentration dc 5 ng/ml dc milieu. 

Comma 1'lndlque la Figure 2, seules les cellules de la population CA repondent de meniere 
efTicaca au bFGF, En revanche, le bFOF n'a pratique ment pas d'effet sur la population CS a 
des stades lard its (e'est a dire apres bu oouDiements de population). 

Ces observations conflrment une fois de plus retat de quiescence de le population CA et relet 
de senescence da la pnpnlatinn CS. 

Les cellules CA. traitees au bFGF. sont soumlses a un traitement a la trypsine a 80% de 
confluence et dlluees cette fbis-ci de 5 a 10 fols dans de nouvelles boites de culture identiques. 

Dflux points supplementaires sont a preciser sur le bFGF : 

- Lc bFGF cntroTnc un changement de la morphologie de6 cellules. Quiescentes, celles-ci sont 
applaties et elarqles. En presence de bFGF, et done en phase proliferative, elles prennent une 
forme fibroblastique (Figure 3, Figure 12) 

- De plus, TefFet du brGF est reversible (Figure 3). 
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1 .4. Gonafelsliun Pes cellul s des d ux sous-populati ons CA et CS 

Les cellules des deux sous -populations CA ot CS sont r6guli6rement congelees. pour 
consiituer un stock de chaque population cellulaire et pour permottre de suivre son evolution au 
cours des transferts cellulaires. La cryonnnservation ne change pas les proprletes de ces 
cellules. 

De facon pratique, les cellules eont trypsinees. centrlfugees et re-suspendues dans le milieu oe 
congelation constltu6 de serum de veau fatal additionn* de 10% do DMSO. Ces cellules sont 
ansuite plac6es a.?iTC pendant 1h. puis a -80'C pendant une nuit el entiti sluckees dans 
I'a^ole liquide a -100°C. 



2. Mesure de Tactivite telomeraae dee cellules souche s 

2.1 M6thodologle p*"' r |g HA icrmination de I'activite tetom 6 rase : 

L'activitd tdlomerase est quanMMe par le kit TelolAGGG Telomerase PCR Ellsa pms (Roche). 



I a quantification de Tactivite telomerase se fait en deux Glapes : 

i) La premiere 6tape est une etape ri'amplrfieation/elongatlon (ou TRAP assay) 00 la 
telomerase ejuule des motifs tfclomeriques (TTAGGG) 6 I'extr6mite 3' d'un primer 
biotinyle. 

ii) La deuxiAme etape eat le d6teciion et la quantification par Elisa. 

Loe produite PCR obtenus dans I'Atape 1 sont hybrldes avec un primer speclflque des 
extremltes l6lom6riques. marque e la digoxlgcnino. Da plus lee microplaques Elisa sonttraltees 
a la slraptavidine. ce qui permet rimmoblllsation des piudults via la biotine. Les amplioona 
immobilises sont detectes avec un anticorps antLriignxioenine. conjugue a un anti-plG-HRP et 
le suostrat peroxidase TMB. 

L'intensit* de le reaction photometrlque est estimee en utilisant un lactaur microplaque klisa 
(Ahsnrhance a 450 nm avec longueur d onde de i eference 090nm). 

On calcule alors Tactivile telomerase relative de l'6chentillon por rapport a I'aetivite telomerase 
d'un controls positif (cellules de 18 Iign6e HEK293 pour Human Embryonic Kidney 293) 
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9 7 Rpsnltats rift la rifttp.rminatinn da j^ntivjte tAlomftrasa ■ 

En utilisant le kit TetoTAGGG telomerase PCR Elisa Plus" commercialise par Koche. lactivite 
telomerase presente dans las 2 sous populations CA el CS de la prlmo2, a ate quantifioe. 

Una activita talnmerase significative est detectee dans les cellules souches de I'invention. 
Pour Prlmo 2CA (T2B : tronsfert cellulalre 25, correepondant a environ 100 doublemente de 
population). I'activite telomerase est d'envlron 20% comparee a I'activite telomfcrase de la 
lignee humaine transformee HEK293T (Human Fmhryonin Kirinay ?ft3 immnrtalisa par I'Ag T). 
La lignee I ICK293T est utilisee dans ce kit comme reference. 

A rinvcree, aucune activite telomerase significative n'est detectee dans les cellules CS, par 
exempie les cellules de la prlmo 2 CS (T20) presenle une aclivile d'enviion 5% uumuaiee a 
celle des HEK293T. 

3. Carvotypa doe collu lec souches 

I e caryorypa parmat ('observation et la classification des chromosomes presents au cours de la 
metaphase. 

3.1 Methodoloaie pour la de termination du carynrypft ; 

Les metaphases sent oDtenues en utilisant les techniques classiques de cvtoqenetique. Apres 
accumulation des cellules en metaphase par blocage de I'appareil fusorial (incubation en 
piesenue do colchicine pendant 3h), on precede a la dispersion chromosomlquc dans le 
cytoplasme par I'antinn d'una solution hypotonique (75 mM KCI pendant 40 min a 37 W C) puis a 
une fixation avec du m6thonoi/acidc^c6tiquo (3/1). Les chromosomes' eont eneuite identifi6e 
par la technique des Dandes R (RHG-banding techniques) 

3.2 Resuitats de la determination du carvotype: 

Lc coryotypc dco collulee a ete realie6. Ces caryotypes ont ete effectues sur Kes 2 sous 
populations CA el CS, en presence ou non de bFGF et a differents passages (T21 f T23 et T34 
pour les primo2 CA>. 

uans tous les cas, les caryotypes sont tout a fait normaux. Les cellules nuni dune suui aucun 
rcmoniement chromosomique. La Figure 4 montre le caryotype des cellules de la Prlmo 2CA. 
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A- Plaaticlte c llulalro des c llules souches 

La plasties doB cellules souches est eveluee selon les techniques suivantes : 
a i M^thodoloniB nour evali iftr la plastlclte cellulalrej, 

Les ce.lu.es sent tryps.nees pule ensomencees * 20 000 cellules / nm2. Les cellules attelgnent 
la confluence 7* a 4«h aprds. La confluent* 6tent una etepe critique pour .a differencatlon. les 
cellules sent mointenues a confluence Wh supp.6menta.res avant de precede, a la 
ditterenciation (adipocytes, osteoblastes. myocytes). 

L^Tce^ies contiuentes sont incubees dans un milieu DMEM/ Ham's P12 (vol/vol. 1:1) 
supplement do 100U/ml de penicillin*. 100 pg / ml de streptomyclne, Spg/.nl d'lnsuhne 
humaine (Sigma). 10«j/m« de Uansferrine humaine (Sigma), 1pM d'activateur de PPAR 
(par exemple BRL49653). 100 a 250 M M isnhutyl-methylxanthlne (IBMX) et 1 M M de 
riaxamethasone. Quarante huil & soixante douze heurcs apree. ca milieu est remplaca p*r 
la milieu precedemment decrit mais ne contenant plus d IBMX el de dexamethaaone. Cc 
milieu de dltterenuiallon est remplece touc loe 2-3 jours, et ce pendant una pariode de 15 a 
20 jours, enrrespondant a una dlfferenclatioii adipocytaire optimale. 

HI conditio ns Oe dlffjj&nciatlon e " osttoblaateQ 

Les cellules confh.entas depuls 24h sont Incubdes aveu la mi.ieu de diff6renclot.on 
osteublastique compose de DMEM. 100 U/ml de penicillin*. 100 ng / ml de streptomyclne, 
10% de serum de v«au d6complemente, 0.1 M M de dexamethasone (SICMA). 10mM P- 
olycerophosphate (SIGMA) et de 50pM d'acide ascorblque (SIGMA). 

Lc milieu est rem P lac6 tons les 2-3 jours et ce pendant une peiiude comprise entre 15 et 
20 juura. 

Hi) Conditions de diff erentiation en myocytes 

Les cellules connuentes depuls 24h, sent incubees soit dans du milieu DMEM. soil dans le 
mil ieu PromoCeU. en presence de 2% de s6,un. de veau decomplemcnte ot d'antibiotiques 
(100 U/ml de penicillinc, 100 ^ I ml de streptomyclne). Le mll.eu est remplace tous les 2-3 
Jnura et ce pendant 3 a 6 sememes, particulierement tous lea troie jours, pendant 21 jours. 
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M Conditions de dlfTAm nrJation en cellules end . Qth6liaies 

I sr cellules sont ensemencees a 20 000 /cm 7 dans un milieu DMEM contenant 10 ng/ml de 
VEGF li£1 humain (SIGMA). Le milieu fie differentiation est remplace tous les 2-3 iours. 
pendant 21 lours. 



d 1 P Colorations 

j) Col oration Oil Red O (adipocytes: col oration das lip idas tntracellul airesl 
Apres fixation dans une solution PBS/0.25% glular aldehyde, les cellules sont incubees 
pendant 5 minutes a temperature ambiante dans une solution de Oil Red O 2% 
(poids/volume). Les cellules sort ausuite levies puis conserves dans du glyc6rol 70%. 

ii) Coloration Alizarin Rod iost6oblastes: Calcifi ca tion de la m at rice e*trar.»llula irBl 
AprAs fixation dans une solution PBS/025% glularaldehyde, les cellules sont incubees 5 
minutco 6 temperature ambiante aver, la solution Alizarin Ked 1% (poids/volume). Les 
cellules sont ensultes levies a I'eou puis conscrv6oe a see. 

4.1.3. Analyse transc riptionnelle 
t) Extraction d'ARN 

Lee ARNs eellulaires sont extraitR en utilisant le I ri Reagent (Euromedex, Ref TR- 118) 
i i) Northnm Blot 

20pg d'ARN / puit sont deposes sur un get d'agams;fi<1.2%)/MOPS (1X)/ formaldehyde 
11.1 M). Apres electrophoresis dans du tampon de migration MOPS (IX),- les ARN sont 
transferee sur une membrane de nylon Hybond N+ (Amersham Pharmacia). 

La membrane est ensuite hybridee en presence d'une sonde specifique , marquee au 32 P 
IdCTP] 6 I'eide du kit Rcdlprime TM II Random Prime Labelling systam (Amersham 
Pharmacia). 

ill) RT-PCR 

l* reaction de Reverse transcription PCR a ete rdalisee en utilisant Ic kit OneStop RT-PCR 
de Qiogcn. 
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4i J d i Analyse de /'expre ss/on de meraueura ( nffoccffufotrcs : 

Cette techninna a eta utilisee pour quantifier le nombre de cellules de la prlmo2 CA 
capables de so diffbrencier in vitro en myocytes. Le marqueur analyse est la myosine des 
ribres musculaires .apides (feat twitch myosin ou rT myosin), marqueur tardrf de le 
myogenese. 

Apres decollement des cellules, celles-ci sunt rixees en presence de PBS/ 1% 
formolddhyde pendant 15 mln a tem P 6rature ambiante. puis pHrmAabilisees avec une 
solution de dlgilunlne <10p 8 /ml de PBS) pendant 7 a 8 mln 6 temperature ombionto. 
On precede ensuite au marqwage enticorps. en sulvant la protocole ddcrit pour la detection 
des mwqueurs de surface (voir Exemp.es 7 ot 11 ci dossous). L'anticoms utilise est un 
antimrpa de souris conjuoue directement a la phycoerythrine et .ecunnaissanl la FT 
myosins humelne. 

A.1.B. lmmunohistar.him i& 

Les cellules sont fixees avec 4% de paraformaldehyde pendant 10 min a temperature 
ambiante. Lorsque la protelne recherch6e est nucleelre (cemme par exemple la 
myogenine). les cellules sont parmAabillsees en presence de HBS/0.1% Triton X100 
pendant 10 mln. On precede ensuite au blocage de I'ectivitd peroxidase endogene. en 
incubant les cellules avec 3% de H2Q2 pendant 5min. 

Les cellules sont ensuite inuub6e« avec 1'ent.corps primaire entre 30 min et 1 h 6 
temperature emhiante. puis avec I'antlcorps secondaire (antl mouse IgG couple a le 
peroxidase (Vector Laboratories) ou onti goal IgG coup.6 a la peroxidase (Santa Cruz 
Biotechnology). 

Les enticorps prlmeires ulili^e dans nos axperlences. von Willebrend foctor (vWF) (goat 
IgG reconnaissant a la fois le vWf humain. de rat et de souris) (Santa Cruz Biotechnology) 
et Myogenlnc (mouse anti human IgG) (Santa Cruz Biotechnology) .nnt *A ..Wises au 
1 :100. 

4.2 Ri sultats de I'analvee de la plastlcit6 e eljulajre 

4A «. ElSSSisM doe doux *ou* nocufatfons cjdhlM™ CA ,e. f CS a des pasj flCflg 
prtcoces 

A des stades prAcocas (par exemple 1 1 , T5, T7 correspondant a 3. 15 et 21 douWemenle de 
population, respectivement). lee populations CA et CS presentent les mema* narantAnst.ques 
en terme de piasticite. morpnoiogle et prolifeiatiun . 
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Les rSsullais uuur It-s experiences Impflquant une Coloration OH Red O sont llliistres dans 
la Figures 5 (pour Primo 2CA et Prlmo 2CS) et la Figure 14 pour Prim© 1CA (40 
doublements de populations), Primo 3CA (25 duublernents de population) et Pnmo t>CA 
(25 doublements de population), kn outre, des adipocytes issus de (a Primo 1CA, Prlmo 
30 A et Primo 6CA oproc 60, 40 ct 40 doublements de population, respectivemonl, sunt 
illuslies dans Id Figure 13; Une comparalson oes figures 13 et 14 demontre clairement 
que. plus I* nnrnhm de riniihlements de population est eleve, plus la differenciation est 
homogene. 

Une analyse par « Northern Blot » (Figure 8) demontre I 'expression trenacriptionnelle de 
marqueurs adlpogenlquess (aP2 el PPARy2) au cours de la oiTTerenciation : OA 1 14 (42 
doublements de population) et CS T16 (48 doublements de population). 

n) umerenciation en osteoblastes 

La Figure 7 Illustre la UifTBionuiatiun des cellules CS et CA en osteoblasts. Coloration 
Alizarin Ked. 



d.2.2. Evol uti on de /a plasticity cell ul aire A des p assages tardlfe 

Les cellules de la primo 2 CS. d partir du transfert 20 (nnrrRspnndant £ environ 60 doublements 
de population) entrant en senescence. Ellee perdent simultenement leur potentiel prolrferatif et 
leur capacil6 de Uirfeiericialfun. 

Par contrc, loo collules de la popufetion CA, au m«me stade, deviennenl quiuscenles. Elles 
prollterent en presence oe DhGh et conservent leur plasticity. Cette plmllrJM reste inchangee & 
un transfert 40 (correspondent d environ 200 doublemente de population). La Figure 8 illuatre 
la differenciation adipocytaire et osteoblastique pour la Piimu2 CA T30 (environ 130 
doublements de population). 

On conserve egalement dans la population CA, d des passages tardits. I expression 
transcrlptionnalle des different?; nwqueurs spectfrques soit de la differenciation adipocytaire, 
eoit de la differenciation ostcoblestique* (Figure 9) Primo2 CA T32 (140 doublemenUi de 
population). 
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4.2.3 -Capacity des cellules do la prim o 2 CA a §e . diffdrvncier en myo c ytes et cellules 
en dothelials In yltro 

Lcs cellules dc Iq primo2 CA sont cepablea, dans des conditions de culture appropriees de 
se dlfferencler In vitro, aprfcs 3 semalnes environ, en myocytes et en cellules endothelials. 

i) Diflferenciation myocytaire 

Apr6s 4 jours on pr6sence de milieu de diff6rcnciation cn myocytes, les cellules de la 
primo2 CA exprlment des marqueurs precoces de la differentiation myocytaire comme 
la myogenlne (marquage en Jmmunohistochimie cf Fig 21). Apres 7 jours, I'expreeeion 
de Miyuyenine n'esl plus U6lect<able. 

Apree 21 joure, 95 % dee cellules de la prlmo2 cultiv6es dans ce milieu, expriment un 
marqueur taraif de la differenciatlon myocytaire, d savolr la myosine des fibres 
musculalros rapides ou Fast Twitch myosin (marquage intracellular et analyse au 
FACs, cffig 22). 

K) Pifferenciation en cellules endotheliales 

Conliairement aux cellules adlpocylaires, usleoblasliques el inyocytaires qui 
appartlannant au "Limb bud mesoderm", las cellules endotheliales rierivent du 
mdsodcrmc visceral. 

Apres 21 jours de maintien dans un milieu compose de PMEM et de hVEGF121 
(lOng/ml), les cellules de la primo2 CA expriment le von Willebrand factor , marqueur 
specifique des cellules endotheliales (immunohistochimie. cf fin23). 

5. Caracterisation de la fonctionnalite adipocytaire par dosage enzymatique 
s.i Meihodoloole pour caracterl aer la fonctionnalite adloocvtaire 

0.1 .1 Mesure de [Mffi Glycerophosphate oeshydiocitnas* (GPDH) 

On pronaria dans un premier temps a la lyse des cellules rinnt on vent mesnrer I'ar.tivitA ttPOH 
Lc principc du dosage est rcsum6 sur ce schema: 
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GPOH 

Dihydroxyaceton© phosphate + NADH ► Glycerophosphate * NAD 

On determine la vltesse Initiate de dlsparltlon du NADH d 340nm (en presence da NADH, 
DHAP et du lysat celluleire). ce qui permet de calculer la quantity do eubstrat degrade, d'ou 
l'activit£ enzymatique sp6cifique (apr^s dosage des prolines). 

I a lantura so fait sur tin RpentrnphotnmRtra parmattant rie faira Has cinetiques (KOIMTRON 
Uvicon 860 thcrmostott 5 37°C). 

5.1.2. Test d e lipolvse 

Co tost consist© 6 mesurer Ic glycerol radiomarqu6 Iib6r* par les adipocytes en 
presence d'agomstes ae recepteurs adrenergiques. La m6thode utilisee est celle oecme par 
Bradley DC et Kaelow HR (Anal Biochem, 1089, 180,1 1-16), L© glyc6rol liber© est phoephoryle 
en presence de glycdroklnase, et d'ATP et d'ATP marque au P v sur la position y. L'ATP 
reeidu©! ©et ©nsuit© hydrolyee ©n milieu acid© a 90°C ©t prdcipite avec du molybdate 
d'ammonlum et de la triethylamine. La radioactivity incorporAe sous forme de 
glycerophosphate marque au P 32 est estimee par comptage au compteur ft et les valaurs nnt 
exprimees en pmol grdce une courbe 6talon. 

5.2 Resultats de la caracterlsatlon de la fonctionna lite adipocytaire 

5.2 .1.Activit6 Glycerophosphate Dehydrogenase (GHDH) 

Cellule© prlm©2 CA (T24 en presence de bFGF humain) : 
Apr &s 1 1 joutx de diff&rencietion (2 experiences) 
Contrflla: 77 nmol/min/mg de proteine 

En presence d'un ogonisto do PPARy (BRL40653): 290nmol/min/mg de proteine 

Aprea 16 jours de drff&rehciation (3 experiences) 
Conlrole: 20 nmol/min/mg de proteine 

En presence d'un agonist© de PPARy (BRLA9653): 390 nmol/min/mg de proteine 

Cellules pr!mo2 CS (T22 en presence de bFGF humain) : 
Apres 13 jours de drWSrenciatron (3 experiences) 
CunUule. 22 nmol/min/mg de proteine 

En presence d'un agoniste de PPARy (BRL49653): 30 nmoi/min/mg da protAine 
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S. 2.2. CapacM de lipnlvx * des cellules tfe 19 primo 2 CA 

Les lipulysea ont 6te r6alisee 3 . aur dec ccllulee primo2 CA T32 avec des agonistes spGcifiqiHW 
des diffcrents rfecepteurs u adrenergiques, & savuii : 

isoproterenol: |M. P2 8drenergique 
Dobutamine: piedr6ncrglque 
Terbutaline: p2 edrenergique 
CL3 1 6243 P3 edr*nergique: 

Les vilesses de lipolyae obtcnuea sent les suivantes (daprAs la courbe de glycerol etalon) : 
Controle: b. f 6 nmol/ h 7mg de proteine 
Dobutamine; 60.1 nmol/h/mg de proteine 
Terbutallne:93.78 nmol/h/mg: 60.1 nmol/h/mg de proteine 

CL31624S: 17.1 nmol/n/mg de protfilne 
Les resuuats sont lliustres dans la Figure 10. 

Les experiences de lipolyae montrcnt la presence de receptee pi «» adreneffllques. et 
('absence de receptor* P 3 adrenergiques. resultats en accord avec lea obaervations in vivo 
(GalltzKy el al; (1997) Dritish J. Pharmacol 122: 1244-1250) 

r •.jmlinn rtr ja « M ^nh.astes 0a r_J^ection du calc ium associe a la 

qj M^fisjojo gje °our le corp oration de la fonctionpalitjj^^^ 

Pour detccter le calcium secrAte par les osteoblastes. les cellules sent cullive,* dans »e milieu 
de aifferenciatiun osteoblastlque preccdemment d$crit. 

Apres difWrenciation optimale. le tapis cellulaire est lysA avec una solution 0.1N NaOH pendant 
45 m.n. On precede ensuile a une etape de neutralisation, en rajoutant du HCL 1N ( 0.2 vol/ 1 
vol NaOH). Les boites, oCi restent toujours la matrlce exiracellulahe. sont s6ch«ea puis 
incubees avec la solution du "SIGMA calcium detection kit". La n»amite de calcium secrete par 
les osteoblastes est quantlfiee par leclu.e de cette solution au apectrophotometre (D0575) 
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r y w^sultats : Fuiictigjangji&dogjD^ blast s 

La fonctionna.lte des o e teob.Bstes a m.se en MM la technique do diction du 
calcium associa a la matrlce extrocelMeire (Figure 11 ) . 

Nous pouvons ega.emcnt soul-goer .'importance du lot de serum dc veau dans la 

o—ique. Ceo. reflete ,e rAlc crucia. dans .a 
rdlna. cytoKinoe. Hormones ou facteurs Oe croissanoe non carols et prints dans 
des proportions variables selon les lotede serum. 

M ? m ., a0 a cellul ajre eianalyae »n « Y tQ'" etria d » F>ig 

La caractere HLA C.asse , nSgot* das ce,.u.es souches de .'Invention a et, mio on evidence par 
analyse en cytometria de flux, utilisant un syst6me da simple marquage classlque . 

7, j gfme/ja marauaae 

Les cellu.es sonl decodes puis iav*es dans du Ht*S. Apr*s uentrifugetion, .es ca.lulas sent re- 

mln P a 4-C. Les anticorpa utilises aon, so* un anUcorps n.onoclone, de oouns. 

Joules HLA de classe , (W6/32. Novocastre). sol, un anticorps IgG d« sour* (Santo M 

Ise commc oontr6,e negat,, La nomb,* de ceHu.es utilicees par cnnd rt ,on est de 

m 6 . Lbs cellules employees pour cette analyse sont les suivanles . 

Collulas humainas tumorales (HLA Cassc . positif : control* posttit). 
Tlssu adipeux adulte. pes de dnub.ement de population (HLA Claesa I 
positit ) 

Primo 2CA: 120 doublements de population 
Primo?CS: 48 doublements de population 

Les naHu.es sent ensuite levees P u,s ineub*es pendant 20 m.n a 4"C - onUoorps (dit 
seconded) qui est un ant. .gG de sour* coup,* au F.TC (0.2ug/ 10° oe.lu.es) (Caltag). 

L oe cellules son. ensuite lavees et leur fluoresce ana.ysee par cytomatrie en flux (Scon 
FACS Becton Dickinson). 



HeLu 
S\/F : 
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L s r6si.llats sont illUStr6s dans la Figure 1S. el montrent que les cellules souches de 
Invention (par exemplc Prime 2CA) presenter* un nivea.. depression de molecules HLA de 
masse I non-detectable par cytometric de flux en simple marquage.. Las cellules souches de 
('Invention sont done « HI A Classe I negatif ». 

Cette experience de cytometrle de flux a egalement ete mise en ocuvre avec les cellules 
souches do In PrimolCAet de la Primo3CA. ainsi qu avec les cellules de la Primu 2CS (F.gure 
15). Dans tous les cas. le niveau depression do surface de HLA Classe I est nenatif 

ertMentlnn de clone s mniHnotente * oertir descellulesCA 

Les cellules de la Prime 2 CA nnt eta ensemenc6es en uondltion de dilution limite, 0 savoir 1/3 
de cellules par pults de plaques de 24 pults. puis maintenwea en presence de 10% FCS 
contenant Sng/ml bhGF. 

Dix jours apres. das clones ant ate isel6s ct amplifies. Ces clones constant leur pnenotype 
non-differenci* juaquVl. mise en condition de differencletion. Lour capacite de differenc.et.on 
en adipocytes et osteoblcotes est alors mise en evidence. 

La Figure 16 montre deux clones. CA1 et CA3. qui ont ele mis dens le milieu do culture 
permettant la differencials en adipocytes at en osteoblasts. Les adipocytes sont reveies par 
le colorant * I'huile rouge at les osteoses par le rouge Alizarin. Les Cones analyses par 
cytometric de flux so r6v6lent 6galement HI A Ctasse 1 et II negatlfs 

8. F^preaalon d'u n trnniTTi^— dfJOS «o»chaB 

Les cellules souches de invention, notammem les cellules du clone CA1 (obtenu selon 
PExampie 7) ont ete transduttes eu stade 21 doublements de population, pnr un retrovirus 
exprimant un gene da resistance a un antlblotique. la puromycine. et lc g6no rapporteur LacZ 
sous le contrftle d'un promoteur LTR. 

Les virions infectieux sont prnriuits a partir da cellules 293 uansfectees de fa 9 on stoble avec un 
vecteur PVPauK-GP (contenant loo sequences gag et pel), que I on co-transfecte avec »e 
plasmida P FB-Neo-lacZ et le vecteu. PVPaok-VSVG expressing vector, contenant la prot6.na G 
du virus de la stomatite vesiculate 
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La figure 17 montre que les cellules transdultes puis selectionnees en presence de puromydne 
expriment toutes le gene LecZ revele in situ par I'activite 0-galactosidase. 

in Fissi on de Q c^, dj * Rex- 1_dansle 8 cellules souches CA 

Oct-4 est un facteur de transcription exprime speciflquement dans les cellules souches 
embryonnaires de souris et est indispensable au malntien de leur pluripotentialite. II a ete 
montre egalement que Oct-4 est exprime par les cellules souches embryonnaires humames. 

^expression transcriptionne.le de OcM, a ete mise en evidence dans les cellules souches de 
.'invention. Les ARN sunt extraits a partir des cellules CA (populations homines e 
populations clona.es) et .'expression de Oct-4 est empire par RT-PCR pu.s detect^ par 
hybridation. Les conditions de PCR sent : 94-C. 1 mn ; 8TC. 1rnn : TTC. 1mn pendant 45 
cycles. -RT : contrGle n6gatif . 

0. n*me. .'express,*, M «■» « *» mise " "^"XTtZZ 
CA (populations homoo»nes s, popuWton, oions.es). Les ARN son. exirste * pe* ** 
JL CA .. CA1 .. .'expression .do ABCG2 es«_srnp,«._per RT-PCR. puis 
hybridal. Ls. eondl«ons de PCR pour ABCG2 son. : 94-C. 1m* 60-C. Imp; 72 C. .Imp 
pendant 31 cycles. 

La Figure 18 montre les resultats obtenus avec les cellules Primo 2CA du transfert 16 (48 
doublements de population) et les cellules du clone Primo 2CA1 du transfert 5 (15 doub.ement 
de population). Elles expriment Oct-4 et ABCG2. 

Les cellules primo 2 CA expriment egaiement .e facteur de transcription Rex-1 (figure 18, partle 
drolte) Le facteur de transcription Rex-1 est un marqueur spScifique de cellules souches 
embryonnaire de souris et humaines. Les conditions de PCR pour Rex-1 sent les suivantes : 
&4X1mln..60'C lmin.,72 , 'C1min..nombrede cycles 31. 72" 5min 1 cycle. 

jj^C^cterlsat^ 

La caracterisation des cellules CA de .'invention, particullerement les cellules de la Primo 2CA. 
... _ ,„™ Ho m*rn,. e urs de surface, a I'alde de la technique de la cytometry 
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11 1 MemoOolO Qte pour I 'analvspd rexpro ssiondeg morqucurs de surface pa r cyt metri e 
de flux ; 

Le protocole de marquage a e« dec-ill prec*demment (voir Excmplc 7). Lee anticorps 
utilises dans ce contexte sont les suivants : 

HLA declasse I conjuQU6 6 la fluorescein© (FITC) ; 
HLA-DR (HLA classe II) conJugu6 a la phycoerythrine (PF) ; 
CD-3 (marqueur des lymphocytes T) cunjugue A PC ; 

CD13 (marquour des cellules strnmales de la moelle osseuse, cellules endoth^lialea, 
proganiteurs precox des granulocytes / monocytes et de tour descendance) conjupue au 
FITC 

^jtBIIM de la caraa^isa^ •°ell iHoG CA de IMnventio n^n^rmes^ 
marquours de surface J, 

Lh cellules da la prlmo 2 CA sont negatives en surface pour ('expression de CDS. d'HLA 
classe 1 et d'HLA DR. Etles sent per centre CD13 positives (marqueu. Bxprime entre autres 
dans les cellules stromales de la moelle osseuse (cf Fig 20) 

Lebsence en surface doe modules HLA rie classe I et II suggerent forte. nent la non 
immunogAnicite des cellules de la prlmo2 CA. 

U est ,nt 6 ressant de mmarquer que lea cellules do la primo 9 CA d,rrerent des cellule, 
humaines de le moelle osseuse decrlte par Reyes et at (Blood. Nov 2001 ). 

Ces cellules appeiees MPC pour "Mesodermal Progenitor Cells" sont HLA classe I et 
classe II negatives et CD13 positives unlQUement luisqu'elles sont cultiv6es a fa.ble 
denslte. dans un milieu do culture contenent de faihle concentration de serum de yeau 
foetal (2%) aver, presence obllgatolre d'EGF et de PDGF. 

Per contra, cuitlvfies en presence de 10% de eerum de veau foetal (concentration utlllsee 
pour amplifier les cellules de ('invention, en particulier les cellules de la P rimo2 CA). les 
nMPCs presentent le phdnotype Inverse, a savolr HLA Classe I et HLA-DR positives et 
CD13 negatives. Les hMPGs cullive** en presence dc 10% de serum de veau ou de bFGF 
(fGF-2) pcrdent leur potentiel de proliferation tres rapidemenl et meurent- 
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12» Dlfferenciation d cellules oou ch g CA dc t'invontion an cglUjtog endothelials t n 
myocytes in vivo : 

II a ete demontre dans Pexeiuple 4 que les cellules de I'invention sont cepoblco do oe 
differencier in vitro, apres trois semaines en cellules andotheliales et en myocytes. 

Les exemples presentes ci-dessous demontrent que les cellules hum-dines CA de ^invention 
(particulierement les cellules de la Primo 2CA, de la Primo 1CA et de la Primo 3(^A) injected 
dans le iiiusuIb de souris mdx, modele animal des myopathies de Duchenne chez I'hommc, 
sont napahles de regenerer des fibres normales apres 1U jours seulement, De fagon 
surprenente. ces cellules ne sont pes rcjctccs lorsqu'elles cent traneplanteee chez cee souris 
non lmmuno~$upprlm£es. De telles cellules, par leur capacity de reyenetaliuu in vivo et leur 
absence d' immunogenicite, offrent de nombreuses perspectives therapeutiques dans un 
uuulexle allugeiiique. 

12.1 Protocole de transplantation et analyse de la regene ration In vivo par Immunofluorescence 
et FISH fluorescence In Sftu Hybridization) 

19 1 1 Pmtncnte de transplantation 

Pour analyser le potenttel de regeneration In vivo des cellules CA de I'invention (plus 

particulierement des cellules la primo2 CA, de la Primo 1CA et de la Primo 3CA), le modele 
animal, des souris mdx (C07BL/10Sc3n DMD^/J), a 61* utilise. 

Ces souris mdx (X-chromosome -linked muscular dystrophy) conetitue un bon modele 
animal pour etudler les myopathies de Duchenne chez I'homme, car eile prGsente une 
mutation ponctuelle du gene de la dystrophine (localise sur le chromosome X). entratnant la 
non- traduction de la dystrophine. Chez I'homme, I'absence de dystrophine, proteins au rdle 
mal connu. entraTne une cascade d'evenements peu compris a ce jour, provoquant la 
dieparition progressive des fibres musculaircs ct Ic deeds. 

Pour les Rxpftriftnnfts; in vn/n de regeneration musculaire v les cellules suivantes ont et© 
utllisccs : 

■ des cellules oe la primo 2 CA obtenues entre 80 et 160 doublements de population 
(plus precisement 80, 120 et 160 doublements de population) ; 

- des cellules de la Primo 1CA obtenues a 50 el d 120 doublements de population 

■ des cellules de la Primo 3CA A 45, a 80 fit 1 1 n doublements de populations. 



Dana tomes les experiences, des sourls mdx &g£es de 3 a 4 mois, de sexe indifffcremment 
masculin ou f6minin, ont et© utiliseee. 

Le muscle du tibia antP.rip.iir gauche est transplants avec 150 000 cellules de la primo 2 CA. 
de la Primo 1CA ou de la Primo 3CA. repris dans un volume dc B0y\ dc HBSS (Hank's 
Buffered Saline solution) Le meme volume de HBSS est injecte dans le muscle droit 
servant de contrdle n6gatrf . 

Pour analyser le potentiel de regeneration mnsrailaire riaR cellules de invention, nous 
avons dans un premier temps, trait* les souris transplanted avec un agent 
immunosuppresseur, la cyclosporine, pour eviter le risque de rejets immunitaires. 
L'odministrotion dc cycJosporinc gc fait par voic intrapcritoncale, une foie par jour a la 
concentration de 10mg/ Kg (poids de ranimal)/jour et ce d partir de la transplantation. 

Les souris mdx trensplent6es et treitees simuttangment e le cyclosporine sont sacrifices 
apres 10 jours. 

En parallels, pour tester la non immunogenicrtd des cellules de la primo2 CA, de la Primo 
1CA on ri« In Primo 3CA, l«* invpntpiirs ont utilise le m£me protocol© dp transplantation 
mois our dca souris mdx ayont un syateme immunrteire normal, e'est a dire non treitees a la 
cyclosporine. 

Les muscles transplants, alnsl que les muscles controles (injectes uniquement avec 50uJ 
HBSS), sont rocuperes et congeles dans I'ieopentane puis I'azote liquids. 

12. 1.2 Dtfcctjon dc fo dystrophine par immunofluorescence 

Des coupes eerieee de 12 um eont preporccs a partir des muscles congclds ot 
d6shydrutees par passages successes de lOmlnutes dans rethanol 50, 75 et 100%. 

Pour fttalisor le marquage a la dystrophine. les coupes uonyelees sunt fixees au methanol/ 
aclde acetique glacial (70/30. vAO pendant 15 mm a temperature ambiante. Apres lavage au 
PBS (Phosphate- buffered Saline) et incubation pendant 30 min dans unc solution dc 
blocage (PDS+0% BSA (Bovine Serum Albumine)), les uuupes soul Irtcuu6es pendant une 
heure avec un anticorps spfeclfique de Is dystrophin?, humaine (mouse anti-human Ig62a, 
Novocastra NCL DYS3), ou un ontioorpa qui reoonnait 6 la fbis la dystrophine humaine, de 
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rat et de souris (mous IgCt NCL-DY62 N vacaatra). Pour rcduirc »c bruit dc fond, 
I'anticorps est prealablement couple a la fluorescein (Alexa Fluor 488). en uililsant le 
"Zenon Alexa Fluor ABB Mouse lgG2a ou lgG1 Labeling Kit selon I'anticorps (Molecular 
Probes). 

Lea coupes sont ensuite levees au PBS pub a I'eau et enalysees par microscopie a 
fluorescence (Olympus BH2). 

Detection noyaux humains transplants oar FISH (FlUQrescGncG in Situ 

Hybridization) 

Les lames sont deshydrat&es par passages succesrfs da 2 min, dans das bains d'ethanol a 
concentrations oroissantes (70, 80 et 1 00%), puis denaturees d 73°C dans une solution 
f0% tormamide/2XSSC (solution saline citratee) pendant 2min 30s. Les lames sont ensuite 
rchydretees (bains d'ethanol de concentrations decroissantes 100, 80 et70%) event de 
proceder a rhybridatlon. 

La sonde utilisee pour detecter les noyaux humains est une sonde speuifiuue de luus less 
centromeres humains (a-Satellite) couple© a la digoxtgenine (CP5095-DG.5, Appligene 
Oncor). 

La sonde, prealablement diluee dane le tampon d'hybridation Hybrisol VI (Appligene Oncor) 
(ini oe sonae pour 10 jil de tampon), est denaturee penoant b mm a /2*C puis deposee sur 
les lames. L'etape d'hybridation so fart a 37°C . dan6 une chambre humide pendant 12h. 

I fi<5 lamfls »nnt ensuite lavees : 1 lavage en 50% formamide/2XSSC a 43°C pendant 15 
min guM d'un lavage en 2X66C a 37°C pendant 8 minutes. 

L'etape ulterieure est une ©tape de detection, consistent & ('application sur les lames d'un 
anticorps anti-drgoxigenine couple d la rhodamiiie (Appligene Oncor) (5 min d I'obscurlte). 
Avant I'analysn des coupes, on prpcede a la coloration de I'integralite des noyaux en 
utilisant unc solution de DAP! (coloration bteu). 

Les lames sont ensuite observees au microscope a fluorescence (Axiophot Zeiss) ovee une 
lompe 100 watts et un system© de fiHres ( Perceptive Scientific International). 
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12.1.4. Douhta mamuaan ImmnunnflunmscBnca /FISH 

Pour pouvoir co-iocaiiser les noyaux numains avec les fibres muscuiaires reexpnmant la 

dystrophin©, les inventeuns ont precede a un double marquage (dystrophine/noyaux 
humains). Pour ce faire, I'etape de detection de la dystrophine a ele effeulue avaiil dfe 
proceaer au marquage des noyaux humains par FISH. 

12.2- Resultats : Capacity da regeneration musculaire et nen immunoaeniclte des 
cellules CA de Hnventipn ip viya ; 

12.2.1 Capacttc dc rSq^n^rgji^p musculairein vivo 

De nnmhrfiusfis ah trios; noncemant la multipotentialite des cellules souches adultes //? 
vfvo ont ete remises en question , notamment apr&s la inise en evident** du pouvoir 
de fusion de ces cellules ( I erada et al. Nature 2002 ; Wurmmr at ai, Nature, 9007 et 
Ying et al, Nature, 2002). De plus, certains travaux suggdrcnt que le capacite de ces 
cellules a exprimer des marqueurs speclflques du tlssu ou elles ont ete transplantees. 
est un RvnnRmRnt Rxtremement rare (Wagers et al, Science.2002 ; Morshead et al, 
Nature, 2002). 

Pour eviter lee problemee evoques ci dessus, des aouris mdx, modele animal des 
myopathies de Duchenne, ont ete utilisees. Ces souris sont oeficientes en dystrophine 
(mutation ponctuelle au niveau du gene) (En reafrte, il exists un faible nombre de fibres 
revcrtantes reexprimant de la dystrophine mais le pouroentage de ces fibres n© 
depasse pas 1 % (Hoffman et al., J Neurol Sci. 1990 ; (Willis, J Muscle Research and 
Cell Motility, 1099) ). 

Dans un premier temps, pour eviter tout phenomena de rejet, les eourie mdx ont etc 
tro'rt6os ovee un agent immunosupresseur, la cyclosporlne. 

L'injection d'un faible nombre de cellulee de la primo2 CA (100 000 a 150000 cellules) 
dans le muscle Tibialis Anterior se traduit pat une restoration de la dystropnine dans 
environ b0% des fibres, en saulamRnt 10 jours. Ces fibres positives sont regroupees 
sous forme de clusters (correspondent sans doute au point d'injection). 
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En acuuid avec les resultats precedents, en utilisant la technique de FISH, lea noyaux 
humains aver. las fihra?; musoulairas positives pour la dystrophine (cf Fig 24 et 25), ont 
pu etre loca1is6s. 

Doe resultats similaires sont obtenues pour des cellules de la primo 2 CA entre 60 et 
160 doublements de populations, traitees prealablement ou non au brGP (FGr-2). 
Des resultats similaires ont ete obtenus avec le clone CAT, derive de la population 
primo2 CA. 

19 P 9 Nnn immunnnRni rJta r/e* ce//i//*s CA in vivo : 

Contrairement a la plupari des cellules somatiques. les cellules CA de invention sont 
d6pourvucG do morqucuro HLA classc I (voir Exemple 7) et de marqueure HLA 
Classe-ll en surface (Exemple 11). Ce phenotype extrememeril rare suggere 
fnrtement la nnn-immunoo«ninite des cedillas CA de I'invention. 

pour vaiiaer la non immunogenic^ ae ces cellules In vivo, une approche 

experimental© similsire a celle decrite en section 12.2.1 mais en utilisant des souris 
mdx non Immunosupprlmees, a ete utlllsee. 

Apr£s 10 jours de transplantation, le muscle des souris transplantees et non 

immunosuppnmees reexpnment aes taux ae aystropnine comparables a celui des 

souris traitees a la cyclosporins. Un potential de regeneration musculaire est constate, 
a la fols pour les cellules de la Primo 2CA, et pour les cellules de la Primo 1CA et de la 
Primo3CA. en absence d'immunosuppresseur (cf Figure 24 pour les cellules de la 
Primo 2CA et Figure 31 pour les cellules de la Primo 1CA et de la Primo 3CA). 

Apr£s 50 jours de transplantation, en absence d'immunosuppresseur, le nombre de 
fibres musculaires positives pour la dystrophine continue a augmenter dans le tibialis 
anterior injacte mais des fibres* *e retrniivant pgalement dans d'autres muscles comme 
Ic gQ3trocn6mius (cf Figure 25). Ces resultats suggerent fortement que les cellules de 
la prtmo2 CA sont capables non seulement de regenerer le muscle au point d'injection 
mais egalement de migrer pour reparer Ie6 muscles environnante. Une augmentation 
du pourcentage dc noyaux peripheriques d 'engine humaine £ I'inlgrieur des fibtes, cl 
une diminution du pourcentage de noyaux centrales a etA nhservee entre 10 et 50 
jours apres transplantation (de 73% 6 66%, ot dc 27% d 15% respeotivement), 
indiquanl que les cellules irijectees partlclpent a la dtirerenciation terminate des 
myocytes 
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A raide de la technique de FISH, les noyaux humalns sont touiuurs pieseuls et 
colocalteee avec lee fibres dystrophine-posttives. De plus, la localisation d'un certain 
nombre de noyaux humaiiis a la peripheric exteme des fibres positives suggerent la 
presence de cellules satellites humaines et / ou oe cellules endotheiiales d'ortgine 
humeine. 

En comparaieon, la transplantation en grande quantity de myoblastes humains (4 
millions) dans des sou r is mdx non immunosupprimes se traduit par un rejet total apres 
un mois (Huard et al. Muscle and Nerve, 1994) et done absence de regeneration 
musculoire. 

Apres 80 jours de transplantation, le nombre de fibres muscufaires positives pour la 
dysliuphine continue a augmenter dans le muscle injecte, et des fibres se retrouvent 
toujours dans !e gastrocnemius (ct Figure 26). 

Apres 6 mols de transplantation, plus de 80% des fibres exprtment de la dystrophin© 
humaine, contre 50% a des temps de transplantation plus precoces (Figure ?7) Fn 
outre, Ton constate egalement au sein de la fibre, une expression beaucoup plus 
reguliere de la dystrophine, en comparaison d des temps plus precoces de 
transplantation ou ('expression de la dystrophine est irreguliere au eein de la memo 
fibre. De plus le muscle transplants presente une amelioration nette au niveau de la 
morphologie des fibres (morphologie des fibres plus reguliere et absence de ritemM, 
processus important dans les souris mdx de cet age). 

Ces observations indiquent que lee cellules traneplanteee ne donne lieu a aucune 
reaction de relet cnez la souns immunocompetente. Le caractere non-lmmunogene 

des cellules transplanters a en effet ete demontre a Paid© d'une coloration a 
I'hematoxyline. Aucune reaction de rejet (absence d'infiltration par les lymphocytes T 
C03+) n est observee apres 10 jours. (Figure 29). 50 jours. «0 jours (resuitats non 
illustres), ou apres 6 mois de transplantation de cellules de la Primo 2CA (voir Figure 
30). De iri£me, Tabs-mice d'ii initiation fyrnphucylaire peul ggalement etre constatee 10 
jours apres transplantation des cellules de la primo 1CA et de la Primo 3CA, 
conformant I'obscncc de reaction de rejet. La Figure 32 illustre les resuitats obtenus 
avec les cellules de la Primo 3CA. Les m6me$ resuitats ont ete obtenus avec les 
cellules de la Primo 1CA. Le comportement immunopriviligie des cellules de la primo 
1CA et de la Primo 3CA est done Identique a celui observe chez la Primo 2CA. Ces 



reaultats ont 6galcmcnt ete confirmee en utilisant un anticorps anti CD-3, demontrant 
rabsence ainflftratldn lymphocytaire. 



En revanche, la transplantation de cellules stromaies-vasculaires humalnea non 
purtfiees. isniAAs a partir tissu adipeux humain induit une reaction Irnmuniialre 
cytotoxiquc ct humorolc (Pig. 20(c) et (c^)). 

En conclusion, apres six mois de transplantation, les cellules entraTnpnt un« netto 
amelioration du muscle transplant6 avec un fort pourcentage de fibres exprimant la 
dystrophine humaine et une absence au processus de necrose que ron observe aans 
les souris mdx non traitees du meme age, et cela en absence d'immunosuppresseur. 

L'origine humaine de la dystrophine exprimee dans les myofibres du muscle 
transplant* a ete demontree, par immunodetection comparative, utilisant ri'une part un 
anticorps specifique pour la dystrophine humaine (diriga contre Textremite N-terminale 
do la dystrophine humaine : mouse anti-human lgG2a : NCL-DYS3 de Novocastra,), et 
d'autre part un anticorps capable de reconnaitre a la fois la dystrophine humaine el la 
dystrophine murine (dirig* centre I'exmVnte C-terminale de la dystrophin** humaine at 
murine : mouse anti-human lgG1 : NCL-DYG2 de Novocastra,). 

Les resurtats de cette immunodetection comparative sont illustres dans la Figure 28. 
La presence de myofibres exprimant de la dystrophine, et la localisation subcellular 
dans le tibialis anterior 10 jours apres transplantation est visible. I a similarite entre les 
Figures 28(a) et (b) indique l'origine humaine de la dystrophine exprimee. La 
dystrophine humaine est locaiisee sous le sarcolemne. En revanche, la coliagene III de 
souris est presente dans I'espace extracellulaire entre les myofibres (figures 28(c) 6 

Lea mceanismes impliques dene le tolerance dee cellules CA de 1'invention, dans un 
contexte xenogenique. c'esi a dire dans un organisme immunoiogiquemem tres 
different (souris mdx), restent encore a elucider. 

On pent totitafois suppns«r qirtin r-Rrtain nnmbre de cellules situees * la peripherie 
externa dee fibres musculairec jouc un rdlc d6 dons ccttc toldroncc. Ccs cellules 
peuvent |ouer un role d'lmmunosuppression locale en synthetisant ties facteurs 
immunossupresslfs comme par example des cytokines anti-intlammatoires type Th2 
comme IL10 et/ou en exprimant a leur surface des proteines conduisant a I'absence de 
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reconnaissance par les lymphocytes alloreactrfs de mote (Jorgensen 1 1. Engineering 
mesenchyme stem cells for immunotherapy, Gene Therapy 1«. 928-931 (2003)). 

Ces cellule, peuvant egalamant induire une tolerance generalise en permettant une 
Education du sysieme immunHeire de Ph6tc. La presence de cellule souches CA 
humaines dans la thymus et la rate de mote renforce ce type d'hypothese (Tandnch F 
et at. « Preimplontation-stage stem cells induce long-term allogeneic graft acceptance 
witnout supplementary host conditioning ». Nat. Med 8. 171-178 (2002). 

Ces resultats demontrent nmmunopnvHege das cellules humaines CA de .Invention qui 
sent capah.es de reganerer le muscle sans Ore rejelees. Ces cellules offrent ems. dc 
nembreuscs perspectives da therapies cellulaires en allotransplantation. Notamment. pour 
les maladies penetiques comme les .Myopathies ou les autotransplentationo en I'etat sent 
impossibles, I'utilisation da oallules similairas a la primo2CA constltuerait une bunne 
- alternative therapeutique. 
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RFVHNUICATIONS 

Cellule souche humaine multipotcntc ct odulte, caracteris6e en ce qu'elle pr£se.ntR : 

i) une activite telomerase significative, 

ii) un phenotype HLA Clasee I nSgatff, 
III) un caryotype i tui i nal, 

iv) une capacite a rentrer en quiescence. 

v) une capacite d'eutorcnouvcllcment conserves pendant au moine 130 douhlRments de 
population. 

Cellule souche selon la revendlcation 1, carecterisdc cn ce qu'elle a une capacite 
d'autorencMJvellement consRrvee pendant au moms 2U0 doublements ae population. 

Cellule souche selon la revendlcation 1 ou 2, uaracttrisee en ce qu'elle est susceptible d'etre 
ieolee £ partir de tiesu adipeux humaln. 

Cellule eouche selon rune queiconque des revendlcatlons pr6c6dentes, carauLeiisBe en ce 
qu'elle est capable de se drfferencier cn cellule d'origine endodermique ou ectodermique ou 
mesodermique. 

Cellule bouclie selon la revendlcation 4, carecterisee en co qu'elle est capable de se 
difffimnniRr en adipocyte, en osteoblasts en myocyte, en chondrocyte ou en cellule 
endothelials 

Cellule souche selon I'une queiconque das rRVRnriiratinns precedentes. caractensee en ce 
qu'elle piesenle une activity telomeres© correspondent a au molna 20 % dc Taotivitc telomeraee 
d'une lignee cellulaire de reference. 

Cellule souche selon rune queiconque des revendtealiuns pi6c£dentes, caracterise© en ce 
qu'elle exprime le facteur de transcription Ocr-4, Rt/ou Rrx-1. 

Cellule souche selon Tune queiconque aes revendications prdceaenies, caracterlsee en ce 
qu'elle peut exprimer au moins un transg£ne. 

Population rie cellules comportant une pluralite de cellules selon rune queiconque des 
revendications 1, ou 61 6 64, caractensee en ce qu'elle est d6pourvue d'adipocytes, de 



33 



fibroblasts, de preadipocytes, de cellules end theliales, de pericytes, d mastocytes, de 
cellules de muscle liss . 

10. population de cellules seion la revenoicauon 9 caracterisee en ce qu eue est cionaie. 

11. Population de cellules selon Tune quelconque des revindications 9 d 10, caracterisee en ce 
qu elle deviant quiescente apres environ 60 doublements de population. 

12. Population de cellules selon la revendlcatlon n. caracterisee en ce qu'eiie est capable de 
proliferer en presence de facteurs de croissance tels que le facteur de crolssance fibroblastique 
baslque (bFGF), le PDGF, 1'EGF. le NGF, le 8CF. 

13. Precede d'obtcntion dc cellules souchca humeinea muttipotentea, comprenant lea etapes 
sulvantes : 

mise en culture de cellules provenahi d'un prelevement de tissu humain, notamment de 
tissu adipeux humain, 

selection de deux sous-populations cellulaires. dites population « CA » et population 
« CS », la population CA presentant une Vitesse d'adheslon inferieure a 12 hcurcs, ct la 
population « CS » presentant une Vitesse d'adheslon superteure a 12 neures, 
- enrichissement de la population « CA » jusqu'a I'obtention d'une population de cellules 
quieacentea, 

induction d une proliferation des cellules souches de la population « CA ». 

14. Piuuede selon la revedication 13, comprenant les etapes sulvantes : 

a) digestion enzymatique d'un prelevement de tissu adipeux, 

b) recuperation d'une fraction cellulaire depourvue d'adipocytes. contenant tous les types 
cellulaires presents dans la preparation ohtanue aalnn (a), a I'mneption des adipocytes, 

c) culture in vitro pendant au morne 12 heurcs, dc la fraction cellulaire obtenue aelon I'etape 
<b), 

d) selection ries riei ix sni is-populations cellulaires, « CA » et <* CS », 

e) enrichissement do la population «CA*» jusqu'a I'obtention d'une population de cellules 
capables dentrer dans un etat de quiescence, 

f) eventuellement, induction d'une proliferation dca cellules aouchea de la population 
* CA ». 

15. Procede selon la revendication 13 ou 14, coroderiae en ce que le prelevement de tissu adipeux 
provient d'un enfant sain aye de moins de 10 ans. 



16. Procede selon Tun quelconque d s r vendicatlons 13 a 15, cerecterise en ce que le 
prelevem nt d tissu adipeux est un prelevement de tissu extramedullar, provenant par 
Rxemplp He la region nmbilicale nu da la region pubienna nu rifi la region inguinale ou de la 
region perineale ou de le region abdominale, ou de la region aoua-outanee. 

17. Procede selon la revendication 13 ou 14, caracterise en ce que Is proliferation induite salon 
I'etape (f) est une proliferation intensive induite per addition d'un facteur de croissance. 

18. Procede scion Ip revendication 14, caractdrisc cn cc que la digestion enzymetique aelon I'etape 
(a) s'effectue par mlse en contact du prelevement ae tissu aaipeux avec une preparation de 
collagenase pendant une duree maximum de 10 minutes. 

19. Procede seJon la revendication 14, caracterise en ce que la fraction ceJlulaire depourvue 
d'adipocytee eet obtcnuc por lo mice cn ocuvrc d'unc ctepe domination dee adipocytes, par 
exemple par centrifugation. 

20. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que la nauliufi oellulaire mise en cultu/e 
selon I'etape (c) ne subit aucune etape de filtration avant d'etre mise en culture. 

21. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que I'etape de culture (c) s'effectue dans 
un milieu rie culture additionne de serum foetal sans ajout d'autres facteurs de croissance. 

22. Procede selon la revendication 14. caracterise en ce que, lors rie I'etape rie culture (e). un 
tranefert cclluloirc est effectud loreque les cellules anivent & 00% de confluence, le transfert 
elaril effectue a une denslte d'ensemencement d'envfron 1000 a 3500 cellules / cm'. 

23. Procede selon la revendication 13 ou 14, caracterise en ce que la population « CA » devient 
qulescente apres environ 6U aouDiements de population. 

24. Piuuede selon la revendication 15, caracterise en ce que le facteur de croissance employe lors 
de I'etape <f) est choiri parmi le bFGF. le PDGF, I'EGF, le NGF, le SCF. 

25. Cellules soucnes susceptibles d'etre oDtenues par la mise en ceuvre du precede selon I'une 
ri'iefconque des revendications 13 a 24. 

26. Cellules soucnes selon I'une qualconqiiP. des revendlcations 1a 12 ou 25, pour une utilisation 
en therapie. 
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27. Cellules souch 8 I n la revendication 26 caracterisees en ce que la thfirapie comporte la 
transplantation de cellules chez un individu, suivie de la differendation des cellules ct la 
regeneration de tissu in vn/n. 

28. Cellules souches selon la revendlcatlon 26 caracterisees en ce que la transplantation est 
allog6nique. 

29. Utilisation d'une cellule selnn I'une qiielconque des revendications 1 a 8 ou 2b. OU d'une 
population de cellules ©clon Tunc quclconque dee revendications 9 6 12, pour la fabrication d'un 
prooult tnerapeutlque pour la regeneration de tissu in v/vu. 

30. Utilisation selon la revindication 29, caracterisee en ce que le tissu est un tissu osseux. 

31 . Utilisation selon la revendication 20, carectcriscc en ce que le tissu cot un tissu adipeux. 

32. Utilisation selon la revendication 29, caracterisee en ce que le tissu est un muscle, ou un tissu 
endothelial. 

33. Precede pour la production de cellules diffcrencices du lignage mdGodcrmiquc, caracterise en 
ce Que ron cuitive des cellules souches selon I'une quelconque des revendications 1 a 13 ou 25 
a partir de la confluence, en presence d'un milieu de ditterenciation 

34. Procede selon la revendication 33. caracterise en ce que les cellules souches sent 
ensernenceea a une denaite d'environ 1 0 000 a 25 000 cellules / cm 2 . 

35. Procede selon la revendication 33 ou 34, caracterise en ce que le milieu de culture est un milieu 
permettent le difrerertciation en adipocytes. 

36. Procede eelon la revendication 33 ou 34, characterise en oe que le milieu de culture est un milieu 
permettant la dlfferenclatton en osteoblastes. 

37. Proced6 selon la revendication 33 ou 34, caracterise en ce que le milieu de culture est un milieu 
permettant la ditterenciation en myocytes, ou un milieu angiogenique. 



5 38. 



Procede de criblaye pemiellaiil U'ideiilifier des agents susceptibles de moduler la 
ditterenciation de cellules en cellules du lignaga mHRnriermique. caracterise par : 
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a) la mise en culture de cellules souches selon I'une quelconque des revendicotions 1 & 13 
ou 26 dane dee conditions permettant leur riittaranciation h cellules du li»riciue 
mesoUerif ilque, en presence d'un agent candidat, 

b) comparison de la drtterenciation des cellules en presence de I'agent candidat avec la 
5 differencietion en I'abscncc dc I'agent candidat . 

30. Procede selon la revendication 38 carantarisG en ce que les conditions de culture permettent la 
differencialiuii en adipocytes. 

0 40. Proccdc scion la revendication 38 caracterise en ce que les conditinns ri« culture permettent la 
dirrerenclatlon en osteoblasts. 

41. Procede selon la revendication 38 cerecterise en ce que les conditions de culture permettent la 
ditterenciation en myocytes. 

5 

42. Procede selon la revendication 38 cardclerise en ue que I'agent susceptible de modular la 
differenr.iation p.st una substance anti-differenciatrice. 

43. Kroceae oe cnblage permettant d'identifier des agents susceptlbles de presenter une activity 
0 lipolytique, caracterise par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon Tune quelconque des revendications 1 a 13 
mi ?5 dans das conditions parmattant leur differentiation an adipocytes. 

c) mise cn contact des odipocytcs oinsi obtenus, ovee un ogent candidat, 

d) evaluation de ractMte llpoiyuque de I'agent candidal. 

5 

44. Precede de criblage permettant d'identifier des agents susceptibles de presenter une activlte 
anti-lipolytique, caractArisA par : 

a) la mice en culture dc cellules souches scion i'uno quelconque des revendicotions 16 13 
ou 28 dans des conditions permettant leur dlfF6renclation en adipocytes. 
0 b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidat, en presence d'un 

agent lipolytique, 

c) evaluation de I'activite antMipolytiqua da ragant candidat 

45. Precede de criblage permettant U'ldonlifiei des agents susceptibles de presenter une activlte 
5 insulino-sansihilisantfi, narantarise par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon Tune quelconque des revendications 1 a 13 
ou 28 dans aes conditions permettant leur differenciation en adipocytes, 

b) mise en contact dec adipocytes ainsi obtenus, avec un agent condidot, 
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o) fcvaluati n de I'acthHtA insulino-senslblllsante de I'ayent candidal 

46. Utilisation d«* cellules SOUChes selon Tune quelconque dea revendicotione 1 a 13 ou 25 dans la 
cosmetiquc. 

47 Composition cosmRtiquft comprenant une plurallte de cellules selon Tune quolconque des 
revendications 1 a 13 ou 25, en association aven .in excipient. vehicule. soh/ant. colorant, 
parfum. antibiotique ou autre* addltlfs acceptable* dans les produits cosmetiques. 

) 48. Composition phannaceutique comprenant uno plurality de cellules selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 13 ou 25. en association avec un ewipient acceptable du point dc vue 
physiologique. 

40. Cellule humaino multipotente et adulte. dttft cellule * C8 ». caracterisee en ce que 
5 i) elle a un phenotype I ILA Classe I ncgotif. 

ii) elle a i in naryotype normal, 

iii) elle preeentc uno capactte d'autorenouvellement conserve pendant environ 40 a 60 
doublements de population, 

iv) elle n'est pas capable de rentrer en quiescence. 

0 v) sa vitesse de proliferation n'cat poo offectee par le LIF. 

50. Populetion cclluloirc humaine multipotente, dite population « CS component une plurality de 
cellules selon la revendicaiiun 49. 

5 51. Cellule souche selon rune quelconque des revendications 1 a 8 caracterisee en ce qu'elle 

presence le phenotype suivant : 

HLA clasee I negative 

HLA classe II negative 

CD3 negative 
i0 CD13 positive 

52. Cellule eouche selon Tune quelconque des revendications 1 a 8 ou 51 caract&ris6e en ce 
qu'elle pi£senle un phenutype CD 13 positive en presence de 10% de serum de veau foetal. 

1 5 53. Cellule souche humeinc multipotente ot adulte, caracterisee en ce qu'apres avoir atteint la 
quiescence, elle presenle, de facun stable, le phenotype suivant in vitro : 
HI A clasRR I nRQafiva, 
HLA classe II negative. 
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CD3 negative. 
CD13 positive 
Lir-R negative, 
Oct-4 positive. 
Rex 1 positive, 
ABCC32 positive, 

el en ce qu'ftllR a un caryoiype normal, et une activile lelui i ici ase significative. 

64. Cellule selon la revindication 53, ceracterisee en ce qu'elle prcscntc in vivo un comportement 
immunopriviligie et une capacity £ migrer a r*tat non differencle. 



Cellules soucnes issues de tis su adinemc et cellules diff«mnfa£f>s issues de ces cellules 

ABREQE 

L'invention conccmc dea cellules touches humaines multipotentos el aduiles, caracterisGes 
en ce queues presentent : 

i) une activity telomerase significative, 

ii) un phenotype HLA Classe I neyaUf, 
HI) un caryotype normal. 

iv) une capacitc & rcntrcr en quiescence, 

v) une capaclte d'autorenouveiiement conservee pedant au moins 130 doublernents de 
population. 
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FIGURE 17 
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Etape (a) 

Prel&vemcnt dc tissu adipeux 
humain 



Etape (b) 

Ricupcratiou d'uiic fhtction 
ccllulaire d<£pourv\jc 
d'adipocytes 
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Etape (c) 

Culture in vitru do la fraction. 
ccUulairo obtenue scion Pctape 
(b) pendant au moins 12 hcurcs 



Etape (d t > 

Selection dime population « CA », 
presentam une Vitesse d > aclhesion 
inferieure & 12 heures 



Etape (d 2 ) 
Selection d*un© population « CS 
prdsentant une vitesse d'adhesion 
sup6rieure & 12 heures 



Etape (ex) 
Enxiohisaement dc la population 
« C A » en cellules souches par 

culture in v/irojusqu'4 
Fobtention d'une population de 
cellules capable?? cTentrer dans un 
6tat de quiescence 

1 1 1 

Etape (f) 

Proliferation des cellulee souches a 
Tetat indifferent 



Etape (e?) 
Culture de lu population « CS » 
(obtention d*unc population 

senescentc aprcs 40 a 80 
doublcmcnts dc population) 



FIGURE 19 
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FL2-H 




FL1-H 




FL2-H 




Figure 20 
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Figure 21 
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Figure 22 
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Figure 23 
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TA droit TA gauche TA gauche 

Contrdle +Cyclpspprine Sans Cyclosporine 




x 10 
x 100 



Figure 24 
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